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< 

(54) Titre 



PROCEDE DE PREPARATION DHETEROCARPINE RECOMBDSTANTE 



^ (57) Abstract: The invention concerns a method for preparing recombinant heterocarpine. The invention concerns in particular 
the complete heterocarpine sequence (SEQ. ID. NO. 10), expression vectors comprising a polynucleotide encoding heterocarpine, 
^ host cells transformed or transfected by said expression vectors and a method for obtaining heterocarpine using said transformed or 
^ transfected host cells. The resulting recombinant heterocarpine can in particular be used for preparing a medicine for treating cancer. 

O (57) Abrege : L*invention conceme un proc6d6 de preparation d'h^t^rocarpine recombinante. La sequence complete de Th^t^ro- 
^ carpine (SEQ. ID. NO. 10), des vecteurs d'expression comprenant un polynucleotide codant pour rh^t^rocaipine, des cellules h6tes 
^ transform^es ou transfectfies par lesdits vecteurs d'expression ainsi qu'un proc6d6 d'obtention d'h^t^rocaipine au moyen desdites 
^ cellules botes transform^es ou transfect^es sont notamment d^crits. L'h^t^rocaipine recombinante obtenue selon I'invention peut 
^ notanunent €tre utilis6e pour preparer un m&licament destine h traiter le cancer. 
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Procede de preparation d'heterocarpine recombinante 



L'invention a pour objet un proced6 de preparation d'h^terocaipine recombinante. 

L*heterocaipine est une prot6ine aux propri6t6s anti-cancereuses d6crite pour la 
premiere fois par la demanderesse dans la demande de brevet PCT WO 02/068461. 
Cette prot6ine isolee possSde une masse mol6culaire d'environ 90,9 kDa, comporte les 
5 fragments de sequences peptidiques SEQ.ID.NO. 1, SEQ.ID.NO. 2 et 
SEQ. ID. NO. 3 (voir la partie de la description r6serv6e k la liste des sequences) et est 
susceptible d'etre obtenue par extraction de cellules de plante Pilocarpus heteropkyllus 
cultivees in vitro comme d6crit dans la demande de brevet susmentionnee. Toutefois, la 
sequence complete de cette prot6ine restait incoimue k ce jour dans la mesure oix le 
10 clonage n'avait pas 6t6 efifectue. 

La pr6sente demande decrit k present des polynucleotides pouvant servir d'amorce pour 
le clonage de Ph^tferocaipine, I'ADN codant pour rh6terocaipine, I'ARNm 
correspondant k Thetdrocarpine, des vecteurs d'expression contenant ledit ARNm, des 
cellules botes transformSes ou transfectees avec ces vecteurs de meme qu'un procMe de 
1 5 preparation d'heterocarpine recombinante. 

La pr6sente invention a done d'abord pour objet un polynucleotide isole comprenant la 
sequence polynucleotidique SEQ. ED. NO. 8. De preference, ledit polynucleotide isole 
consiste en la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8. 

EUe a aussi pour objet un polynucleotide anti-sens comprenant la sequence 
20 compiementaire k celle dudit polynucleotide isol6 comprenant la sequence 
polynucleotidique SEQ.ID.NO, 8. De preference, ledit polynucleotide anti-sens 
consiste en la sequence compiementaire k la sequence polynucleotidique 
SEQ. ID. NO. 8. 

L'invention conceme egalement un polynucleotide isole comprenant la sequence 
25 polynucleotidique SEQ.ID.NO. 8 ou un des fragments de cette demiere, ledit 
polynucleotide etant tel qu'il code pour un polypeptide ayant au moins une activite 
immunologique et/ou biologique caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain 
et etant associee a la modulation de la proliferation cellulaire, De preference, ledit 
polynucleotide isoie est tel qu'il consiste en la sequence polynucleotidique 
30 SEQ. ID. NO. 8 ou un des fragments de cette demidre. 
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En particulier, rinvention conceme a ce titre le polynucleotide isole de sequence 
nucltotidique SEQ. ID. NO. 9 ou le polynucleotide isole de sequence nucl6otidique 
compl6mentaire k la sequence nucleotidique SEQ. ID. NO. 9. 

L'h6t6rocarpine, autrement dit la prot6ine de s6quence SEQ. ID. NO. 10, est cod6e par 
5 le fragment du polynucleotide de sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 contenu 
entre les bases aux positions 115 (codon initiateur ATG codant pour une methionine) et 
2437 (codon stop UAA), i.e. par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9, 

L'invention conceme done encore un vecteur d'expression comprenant un 
polynucleotide isol6 comprenant la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 ou un 

10 des fragments de cette demiere ou bien la sequence compiementaire de la sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO, 8 ou un des fragments de cette demiere, le polypeptide 
code par ledit polynucleotide isoie ayant au moins une activite immunologique et/ou 
biologique caracteristique d'une prot6ine fixant le GHRH himiain et etant associ6e k la 
modulation de la proliferation cellulaire. De preference, ledit vecteur d'expression 

15 comprendra la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO, 9 ou la sequence 
compiementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9. 

L'invention conceme de meme une cellule bote transformee ou transfectee avec ledit 
vecteur d' expression. 

L'invention conceme aussi un polypeptide isoI6 comprenant un polypeptide de 
20 sequence SEQ. ID. NO. 14 ou un de ses fragments, ledit polypeptide isoie ayant au 
moins une activite immunologique et/ou biologique caracteristique d'une proteine 
fixant le GHRH humain et etant associee a la modulation de la proliferation cellulaire. 
De preference, ledit polypeptide isole consistera en un polypeptide de sequence 
SEQ. ID. NO, 14 ou en un de ses fragments. En particulier, ledit polypeptide possddera 
25 la sequence SEQ. ID. NO. 14. 

L'invention a egalement pour objet un anticorps monoclonal, ou un fragment de liaison 
de I'antigdne de celui-ci, qui fixe sp6cifiquement un polypeptide isole tel que decrit 
precedemment, et en particulier un anticorps monoclonal, ou un firagment de liaison de 
I'antigene de celui-ci, qui fixe specifiquement la proteine de sequence SEQ. ID. NO. 14 
30 mais pas la proteine de sequence SEQ. ID, NO. 1 0. 

L'invention conceme aussi, k titre de medicament, un polynucleotide isole comprenant : 

- la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 ou un de ses fi:Hgments, ou 

- la sequence polynucleotidique SEQ. ID, NO. 9 ou un de ses fragments. 
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ledit polynucl6otide isole etant tel qu*il code pour un polypetide isole ayant au moins 
une activitS immimologique et/ou biologique caracteristique d'liiie prot^ine fixant le 
GHRH humaiii et 6taiit associee i la modulation de la proliferation cellulaire. 

De preference, le polynucleotide isol6 consistera en le polynucleotide de sequence 
5 polynucl6otidique SEQ. ID. NO. 8 ou un de ses fragments, ou en le polynucleotide de 
sequence polynucl6otidique SEQ. ID. NO. 9 ou un de ses fragments. 

En particulier, ledit polynucleotide isol6 consistera en le polynucleotide de sequence 
polynucl6otidique SEQ. ID, NO. 8 ou en le polynucleotide de sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9. 

10 Par ailleurs, ledit polynucleotide isole utilise en tant que medicament sera de preference 
present dans un vecteur viral, ledit vecteur viral etant par exemple seiectionne k partir 
du groupe consistant en un adenovirus, un adenovirus associe, un retrovirus et im pox 
virus. 

L'invention conceme aussi, k titre de medicament, im polypeptide isoie comprenant un 
15 polypeptide de sequence SEQ. ID. NO. 14 ou un de ses fragments, ledit polypeptide 
isoie ayant au moins une activite immunologique et/ou biologique caracteristique d'une 
proteine fixant le GHRH humain et etant associee k la modulation de la proliferation 
cellulaire. De preference, ledit polypeptide isoie consistera en un polypeptide de 
sequence SEQ. ID. NO. 14 ou en un de ses fragments. En particulier, ledit polypeptide 
20 possedera la sequence SEQ. ID. NO. 14. 

L'invention conceme encore, a titre de medicament, un anticorps monoclonal, ou un 
fragment de liaison de Tantigene de celui-ci, qui fixe specifiquement un polypeptide 
isoie comprenant la proteine codee par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO, 9 
ou un des fragments de cette demiere ou bien par une sequence compiementaire de la 

25 sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments de cette demiere, ledit 
polypeptide isoie ayant au moins une activite immunologique et/ou biologique 
caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain et etant associee k la modulation 
de la proliferation cellulaire. De preference, ledit anticorps monoclonal ou ledit 
fragment de I'antigene de celui-ci fixe specifiquement xm polypeptide isoie consistant 

30 en la proteine cod6e par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des 
fragments de cette demiere ou bien par une sequence compiementaire de la sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments de cette demiere. Plus 
preferentiellement encore, ledit anticorps monoclonal ou ledit fragment de I'antigene de 
celui-ci fixe specifiquement un polypeptide isoie consistant en la proteine codee par la 

35 sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou par une sequence compiementaire de la 
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sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 (autrement dit la proteine de sequence 
SEQ. ID. NO. 10). 

Un autre objet de rinvention sera une composition phamiaceutique comprenant, a titre 
de principe actif, un polynucleotide isol6 comprenant : 

5 - la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO, 8 ou un de ses fragments, ou 

- la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou xm de ses fragments, 

ledit polynucleotide isole etant tel qu'il code pour un polypetide isole ayant au moins 
xme activite immunologique et/ou biologique caract6ristique d'une proteine fixant le 
GHRH hxmiain et etant associee k la modulation de la proliferation cellulaire, 

10 avec un ou des excipients pharmaceutiquement acceptables. 

De preference, le polynucleotide isole servant de principe actif consistera en le 
polynucleotide de sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 ou un de ses fragments 
ou en le polynucleotide de sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un de ses 
fragments. 

15 En particulier, le polynucleotide isole servant de principe actif consistera en le 
polynucleotide de sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 ou en le polynucleotide 
de sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9. 

Ledit polynucleotide isole incorpore dans une composition pharmaceutique selon 
rinvention sera de preference present dans un vecteur viral, ledit vecteur viral etant par 
20 exemple seiectioime i partir du groupe consistant en xm adenovirus, un adenovirus 
associe, un retrovirus et un pox virus. 

L'invention conceme aussi ime composition pharmaceutique comprenant un 
polypeptide isole comprenant un polypeptide de sequence SEQ. ID. NO. 14 ou un de 
ses fragments, ledit polypeptide isole ayant au moins une activite immimologique et/ou 
25 biologique caracteristique d'une proteine fixant le GHRH hiimain et etant associee k la 
modulation de la proliferation cellulaire. De preference, ledit polypeptide isoie 
consistera en un polypeptide de sequence SEQ, ID. NO. 14 ou en xm de ses fragments. 
En particulier, ledit polypeptide possddera la sequence SEQ. ID. NO. 14. 

LMnvention aura de plus poxir objet une composition pharmaceutique comprenant xm 
30 anticoips monoclonal, ou xm fragment de liaison de Tantigene de celui-ci, qxii fixe 
specifiquement xm polypeptide isoie comprenant au moins xm fragment de la proteine 
cod6e par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou par xme sequence 
compiementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9, ledit polypeptide 
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isole ayant au moins une activite immunologique et/ou biologique caracteristique d'xme 
proteine fixant le GHRH humain et etant associee a la modulation de la proliferation 
cellnlaire^ ladite composition comprenant par ailleurs im ou des excipients 
pharmaceutiquement acceptables. De pr6f6rence, ladite composition pharmaceutique 
5 selon rinvention sera telle qu'elle comprenne un anticorps monoclonal, ou \m fragment 
de liaison de Tantigdne de celui-ci, qui fixe specifiquement un polypeptide isol6 
consistant en la protSine cod6e par la sequence polynucleotidique SEQ. ED. NO. 9 ou un 
des fragments de cette demiSre ou bien par une sequence complementaire de la 
s6quence polynucl6otidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments de cette demi&re. 

10 En particulier, Tinvention concemera une composition pharmaceutique comprenant un 
anticorps monoclonal, ou un fragment de liaison de Tantigene de celui-ci, qui fixe 
specifiquement la prot6ine codec par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou 
par la sequence complementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 
(autremrait dit la prot6ine de sequence SEQ. ID. NO. 10) avec un ou des excipients 

15 pharmaceutiquement acceptables. 

Un autre objet de Tinvention est I'utilisation d'un polynucleotide isol6 comprenant : 

- la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 ou un de ses firagments, ou 

- la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un de ses fragments, 

ledit polynucleotide isole etant tel qu'il code pour im polypetide isoie ayant au moins 
20 une activite immxmologique et/ou biologique caracteristique d'une proteine fixant le 
GHRH humain et etant associee k la modulation de la proliferation cellulaire, 

pour preparer un medicament destine k traiter une maladie proliferative. 

De preference, le polynucleotide isoie utilise consistera en le polynucleotide de 
sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 ou un de ses fragments ou en le 
25 polynucleotide de sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un de ses fragments. 

En particulier, le polynucleotide isoie utilise consistera en le polynucleotide de sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 8 ou en le polynucleotide de s6quence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9. 

Ledit polynucleotide isol6 utilise est de preference present dans un vecteur viral, ledit 
30 vecteur viral etant par exemple seiectioime k partir du groupe consistant en un 
adenovims, un adenovirus associe, un retroviras et un pox virus. 

La pr6sente invention conceme egalement Tutilisation d'un polypeptide isoie 
comprenant un polypeptide de sequence SEQ. ID. NO. 14 ou un de ses fragments, ledit 
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polypeptide isole ayant au moins une activite immunologique et/ou biologique 
caract6ristique d'une prot^ine fixant le GHRH humain et etant associde a la modulation 
de la prolifdration cellulaire, pour preparer un mddicament destine a traiter une maladie 
prolif6rative. De pr6f6rence, ledit polypeptide isol6 consistera en un polypeptide de 
5 sequence SEQ. ID. NO. 14 ou en un de ses fragments. En particulier, ledit polypeptide 
possMera la sequence SEQ. ID. NO. 14. 

Altemativement, toujours selon la pr^sente invention, un anticorps monoclonal, ou un 
fragment de liaison de I'antigene de celui-ci, qui fixe sp6cifiquement un polypeptide 
isole comprenant la prot6ine cod6e par la s6quence polynucl6otidique SEQ. ID. NO. 9 

10 ou un des fragments de cette demiere ou bien par vne sequence compl6mentaire de la 
sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments de cette demidre, ledit 
polypeptide isol6 ayant au moins une activite immunologique et/ou biologique 
caract6ristique caracteristique d'une prot^ine fixant le GHRH humain et 6tant associee k 
la modulation de la proliferation cellulaire, pourra etre utilise pour preparer un 

15 medicament destin6 k traiter une maladie proliferative. De preference, ledit anticorps 
monoclonal ou ledit fragment de rantigdne de celui-ci fixera specifiquement un 
polypeptide consistant en la prot6ine codec par la sequence polynucleotidique 
SEQ. ID. NO. 9 ou un des firagments de cette demiere ou bien par une sequence 
compiementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments 

20 de cette demiere. 

En particulier, m anticorps monoclonal, ou im fragment de liaison de I'antigene de 
celui-ci, qui fixe specifiquement vox polypeptide isole code par la sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou par la sequence compiementaire k la sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 (autrement dit, un anticorps monoclonal, ou un 
25 firagment de liaison de I'antigene de celui-ci, qui fixe specifiquement la proteine de 
sequence SEQ. ID. NO. 10), pourra Stre utilise pour preparer un medicament destine a 
traiter une maladie proliferative. 

Selon des variantes preferees des utilisations susmentionnees, la maladie proliferative k 
traiter par le polypeptide ou le polynucleotide decrits precedemment sera un cancer. 
30 Selon des variantes encore plus preferees, le cancer sera choisi paimi le groupe 
consistant en le cancer de la prostate, le cancer du sein, le cancer du poumon (et en 
particulier le cancer du poumon k petites cellules) et le cancer colorectal. Seront encore 
plus particulierement preferes le cancer du sein et le cancer du poumon k petites 
cellules. 

35 L'invention offre de plus une m6thode de preparation d'un polypeptide isoie 
comprenant la proteine codec par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou 
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SEQ. ID. NO. 13 ou un des fragments de cette demi^re ou bien par ime sequence 
compl6mentaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments 
de cette demidre, ledit polypeptide isole ayant au moins une activite immunologique 
et/ou biologique caracteristique caract6ristique d'une prot6ine fixant le GHRH humain 
5 et etant associ6e k la modulation de la proliferation cellulaire, ladite m6thode de 
preparation comprenant les 6tapes successives suivantes : 

(a) culture, dans des conditions convenables pour obtenir Texpression dudit polypeptide 
d*une cellule bote transform6e ou transfect6e avec un vecteur d'expression comprenant 
un polynucleotide isol6 comprenant la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou 
10 SEQ. ID. NO. 13, la sequence complementaire a la sequence polynucleotidique 
SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13 ou encore un des fragments de ces demidres, ledit 
polypeptide isol6 ayant au moins une activity immunologique et/ou biologique 
caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain et 6tant associee k la modulation 
de la proliferation cellulaire, et 

15 (b) isolement du polypeptide a partir des cultures de cellules botes. 

De preference, ladite methode de preparation concemera la preparation d'un 
polypeptide isoie consistant en la proteine codee par la sequence polynucleotidique 
SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments de cette demiere ou bien par une sequence 
complementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments 
20 de cette demiere, ledit polypeptide isoie ayant au moins ime activite inununologique 
et/ou biologique caracteristique caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain 
et etant associee k la modulation de la proliferation cellulaire, ladite methode de 
preparation comprenant les etapes successives suivantes : 

(a) culture, dans des conditions convenables pour obtenir I'expression dudit polypeptide 
25 d'lme cellule bote transformee ou transfectee avec un vecteur d' expression comprenant 

im polynucleotide isoie comprenant la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou 
SEQ. ID. NO. 13, la sequence complementaire a la sequence polynucleotidique 
SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13 ou encore un des fragments de ces demieres, ledit 
polypeptide isoie ayant au moins une activite immimologique et/ou biologique 
30 caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain et etant associee a la modulation 
de la proliferation cellulaire, et 

(b) isolement du polypeptide k partir des cultures de cellules botes. 

En particuUer, ladite methode aura pour objet la preparation du polypeptide isol6 code 
par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13 ou par la 
35 sequence complementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou 
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SEQ. ID. NO. 13 (autrement dit, la preparation de la proteine de sequence 
SEQ. ID. NO, 10). 

Selon xine variante encore plus pref6ree de ladite methode, celle-ci concemera la 
preparation de la prot6ine de s6quence SEQ. ID. NO. 10 et comprendra les 6tapes 
5 suivantes : 

(a) culture, dans des conditions convenables pour obtenir 1' expression dudit polypeptide 
d'une cellule h6te transform6e ou transfectee avec un vecteur d'expression comprenant 
un polynucldotide isol6 comprenant la sequence polynucl6otidique SEQ. ID. NO. 9 ou 
SEQ. ID. NO. 13 ou la sequence compl6mentaire k la sequence polynucl6otidique 

10 SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13, ledit polypeptide isol6 ayant au moins une activit6 
immunologique et/ou biologique caract6ristique d'une prot6ine fixant le GHRH humain 
et etant associee a la modulation de la proliferation cellulaire, et 

(b) isolement du polypeptide k partir des cultures de cellules botes. 

La presente invention of&e encore une methode pour T identification de composes 
15 susceptibles de fixer le GHRH humain et de moduler la proliferation cellulaire, laquelle 
comprend les Stapes successives suivantes : 

(a) mise en contact de chaque compos6 candidat, dans des conditions et pendant un 
temps suffisant pour permettre a Tagent candidat de se fixer au polypeptide, avec un 
polypeptide isol6 comprenant : 

20 - soit un firagment de la proteine cod6e par la sequence polynucleotidique 

SEQ. ID. NO. 9 ou par une sequence compl6mentaire de la s6quence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9, 

- soit un fi:agment de la proteine codee par la sequence polynucleotidique 

SEQ. ID. NO. 13 ou par une sequence complementaire de la sequence 
25 polynucleotidique SEQ. JD. NO. 13, 

ledit polypeptide isoie ayant au moins une activite immunologique et/ou biologique 
caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain et etant associee a la modulation 
de la proliferation cellulaire, et 

Qol) detection de la fixation de chaque compose candidat audit polypeptide et 
30 identification, parmi les composes candidats, des composes susceptibles de fixer le 
GHRH humain et de moduler la proliferation cellulaire. 

En particulier, ladite methode pour Tidentification de composes susceptibles de fixer le 
GHRH humain et de moduler la proliferation cellulaire comprendra, dans son etape (a), 
la mise en contact de chaque compose candidat, dans des conditions et pendant im 
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temps sxiffisant poxir permettre a Tagent candidat de se fixer au polypeptide, avec le 
polypeptide isol6 cod6 par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou par la 
s6quence complementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 (autrement 
dit, avec la prot6ine de s6quence SEQ. ID. NO. 10). 

5 Une methode alternative pour 1' identification de composes susceptibles de fixer le 
GHRH humain et de moduler la proliferation cellulaire comprend les 6tapes successives 
suivantes : 

(a) mise en contact de chaque compose candidat, dans des conditions et pendant un 
temps suffisant pour permettre a Tagent candidat et a la cellule d*interagir, avec une 
10 cellule capable d'exprimer \m polypeptide isole comprenant : 

- soit un fi-agment de la prot6ine cod6e par la sequence polynucleotidique 
SEQ. ID. NO. 9 ou par une sequence complementaire de la sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9, 

- soit un firagment de la proteine codec par la sequence polynucleotidique 
15 SEQ. ID. NO. 13 ou par une sequence complementaire de la sequence 

polynucleotidique SEQ. ID. NO. 13, 

ledit polypeptide isoie ayant au moins une activite immxmologique et/ou biologique 
caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain et de moduler la proliferation 
cellulaire, et 

20 (b) determination de I'efifet de chaque compose candidat sur la concentration cellulaire 
en polypeptide et identification, parmi les composes candidats, des composes 
susceptibles de fixer le GHRH humain et de moduler la proliferation cellulaire. 

En particulier, ladite methode alternative comprendra, dans son etape (a), la mise en 
contact de chaque compose candidat, dans des conditions et pendant un temps suffisant 
25 pour permettre k T agent candidat et i la cellule d'interagir, avec ime cellule capable 
d'exprimer le polypeptide isoie code par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 
ou par la sequence complementaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 
(autrement dit, une cellule capable d'exprimer la proteine de sequence 
SEQ. ID. NO. 10). 

30 Selon des modes d'execution preferes des methodes d'identification de composes 
susceptibles de fixer le GHRH humain et de moduler la proliferation cellulaire decrites 
ci-dessus, les composes candidats proviendront de librairies de petites molecules issues 
de programmes de chimie combinatoire. 
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Les proprietes pharmacologiques obtenues pour les polynucleotides et polypeptides 
selon rinvention rendent ces demiers aptes i une utilisation pharmaceutique. En effet, 
les polypeptides isol6s comprenant : 

- soit un fragment de la proteine codee par la sequence polynucl6otidique 
5 SEQ. ID. NO. 9 ou par une sequence complementaire de la s6quence polynucl6otidique 

SEQ. ID. NO. 9, 

- soit un fragment de la prot6ine cod6e par la sequence polynucleotidique 
SEQ. ID. NO. 13 ou par une sequence compl6mentaire de la sequence 
polynucleotidique SEQ. ID. NO. 13, 

10 qui ont au moins une activite immunologique et/ou biologique caract6ristique d'une 
prot6ine fixant le GHRH humain et 6tant associ6e k la modulation de la prolifiSration 
cellulaire, ainsi que les polynucleotides codant poiir lesdits polypeptides, peuvent, selon 
rinvention, etre administres k des patients cancereux afin de ralentir la progression de 
leurs tumeurs ou de faire regresser lesdites tumeurs. 

15 Dans les methodes ci-dessus, la prot6ine fixant le GHRH humain et etant associ^e k la 
modulation de la proliferation cellulaire poxirra en particulier etre le polypeptide isol6 
code par la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 ou par la sequence 
compl6mentaire de la sequence polynucleotidique SEQ. ID. NO. 9 (autrement dit, la 
prot6ine de sequence SEQ. ID. NO. 10). 

20 Enfin, rinvention conceme les polynucleotides de sequence SEQ. ID. NO. 4, 
SEQ. ID. NO. 5, SEQ.ID.NO.il et SEQ. ID. NO. 12, lesquels peuvent notamment 
etre utilises en tant qu' amorce dans les reactions de PGR du clonage de rh6t6rocarpine. 

Les diSerents elements 6voques ci-dessus deviendront evidents pour Thomme du metier 
une fois faite la lecture de la description plus detaillee des differents aspects de 
25 rinvention. 



Description d6taill6e des differents aspects de rinvention 

Comme mentionne ci-dessus, la pr6sente invention est gendralement dirigSe vers des 
produits et des methodes destines k moduler la croissance cellulaire et a traiter le cancer. 
La pr^sente invention est bas^e, en partie, sur Tidentification de « sequences associ6es k 
30 la modulation de la proliferation cellulaire » qui sont des sequences polypeptidiques et 
polynucieotidiques associ6es k la modulation de la proliferation cellulaire. De telles 
molecules d'ADNc peuvent etre pr6parees a partir de preparations d'ARN ou d'ARNm 
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en utilisant les techniques standard, comme la transcription inverse. De maniere 
similaire, une prot6ine ou un polypeptide associ6 a la dififerenciation comprend la 
sequence cod6e par un ARNm associe a la difKrenciation cellulaire. 

Les compositions pharmaceutiques decrites ici peuvent inclure un ou plusieurs 
5 polypeptides, sequences d'acides nucl6iques et/ou anticorps. Les polypeptides de la 
presente invention comprennent au moins une portion de la proteine ou un variant de 
celle-ci fixant le GHRH humain et etant associee a la modulation de la proliferation 
cellulaire. Les sequences d'acides nucl6iques de la pr6sente invention comprennent une 
sequence d' ADN ou d' ARN qui code au moins pour une portion d'un tel polypeptide ou 
10 qui est compl6mentaire une telle sequence codante, 

Les anticorps sont des prot^ines du syst^me immunitaire ou des fragments de fixation a 
Tantigdne de celui-ci, qui sont capables de fixer une portion des polypeptides d6crits 
ci-dessus. 

Polymicleoti^^^ 

15 La presente invention a en particulier pour objet les polynucleotides de sequence 
SEQ. ID. NO. 8, SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13 ainsi que le polypeptide ou la 
proteine de sequence SEQ. ID. NO. 14. 

L'invention comprend 6galement les polynucleotides poss^dant des sequences 
polynucl6otidiques homologues au moins k 75 %, de pr6f6rence au moins ^ 85 % et 
20 encore plus pr6ferentiellement au moins a 90% voire 95%, aux s6quences des 
polynucleotides d6crits plus haut, notamment aux sequences SEQ. ID. NO. 8, 
SEQ. ID. NO. 9 et SEQ. ID. NO. 13. Cela s'applique egalement mutatis mutandis aux 
autres polynucleotides, polypeptides et proteines faisant partie de Tinvention, et 
notamment k la proteine de sequence SEQ. ID. NO. 14. 

25 Le degr6 d'homologie exprimS en % est calcule comme suit : 

100-100x(N'/N) 

avec N' representant le nombre de nucleotides ou d'acides amin6s modifies par rapport 
a la sequence SEQ. ID. NO. 8, SEQ. ID. NO. 9, SEQ. ID. NO. 10, SEQ. ID. NO. 13 ou 
SEQ. ID. NO. 14 et N le nombre de nucleotides de la sequence SEQ. ID. NO. 8, 
30 SEQ. ID. NO. 9, SEQ. ID. NO. 10, SEQ. ID. NO. 13 ou SEQ. ID. NO. 14. 

Selon rinvention, les sequences polynucieotidiques qui codent pour les polypeptides ou 
proteines de Tinvention, et des firagments ou des proteines de fusion de ces polypeptides 
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ou prot^ines, peuvent etre utilisees pour generer des molecules d' ADN recombmant qui 
dirigent Texpression de ces polypeptides ou proteines, ou d'une portion active de 
ceux-ci, dans des cellules hotes appropri6es. Altemativement, des sequences 
polynucl6otidiques qui s'hybrident avec des portions des sequences de polynucleotides 
5 selon rinvention peuvent 6galement 6tre utilisees dans des essais d'hybridation d'acides 
nucleiques. Southern blot. Northern blot, etc. 

A cause de la d6gen6rescence du code genetique, d'autres sequences d'ADN codant 
substantiellement pour la sequence en acides amines des polypeptides ou prot6ines de 
rinvention peuvent etre utilisees pour le clonage et I'expression desdits polypeptides ou 

10 proteines. De telles sequences d'ADN incluent celles capables d'hybrider les sequences 
polynucl6otidiques des polynucleotides de rinvention dans certaines conditions de 
stringence qui peuvent etre ajustees de plusieurs mani^res. Par exemple, lors de reaction 
de polymerisation en chaine (PGR), la temperature k laquelle s'hybrident les amorces k 
la matrice ou les concentrations de MgCl2 dans le tampon reactionnel, peuvent etre 

15 ajust6s. Lors de Tutilisation de fragments d'ADN radio-marques, ou d' oligonucleotides 
pour sonder des membranes, la stringence peut etre ajust^e en changeant les forces 
ioniques des solutions de lavage ou en contrSlant avec precaution la temperature de 
lavage. 

De maniere pref6rentielle, une telle sequence nucleotidique homologue s'hybride 
20 specifiquement avec la sequence complementaire k la sequence SEQ. ID. NO. 8, 
SEQ. K). NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13 dans des conditions stringentes (ou des conditions 
de stringence « fortes »). Les parametres definissant les conditions de stringence 
dependent de la temperature a laquelle 50 % des brins apparies se s^parent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, et d'aprSs Sambrook et coll. 
25 (Molecular cloning : A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold 
Spring Harbor, NY, 1989), Tm est definie par la relation : 

Tm = 81,5 + 0,41 X (% G+C) + 16,6 x log[cations] - 0,63 x (% formamide) 
— (600 / nombre de bases) 

Pour la pr6sente invention, les conditions de stringence seront dites « fortes » lorsque 
30 Ton utilise une temperature d'hybridation de 10° C en dessous de Tm et des tampons 
d'hybridation contenant une solution 6 x SSC (chlorure de sodium 0,9 M et citrate de 
sodium 0,09 M). Dans de telles conditions, les polynucleotides de sequences 
aspecifiques ne s'hybrideront pas avec le polynucleotide de la sequence complementaire 
a la sequence SEQ. ID. NO. 8, SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13. 
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Des s6quences d'ADN alter6es qui peuvent etre utilisees en accord avec la presente 
invention incluent des del6tions, des additions ou des substitutions de dififerents r6sidus 
nucl6otidiques resultant dans une sequence qui code le meme produit du gene ou de 
fonction 6quivalente. Le produit du gene pent egalement contenir des deletions, des 
5 additions ou des substitutions de r6sidus d'acides anMn6s dans les sequences des 
prot6ines de Tinvention, qui r&ultent dans des changements dits silencieux, produisant 
ainsi des polypeptides et proteines de fonction 6quivalente. 

De telles substitutions en acides amines peuvent etre realises sur la base de la polarite, 
de la charge, de la solubilite, de Thydrophobicite, de Thydrophilicite, et/ou de la nature 
10 amphipatique des residus impliques. 

Par exemple, des acides aniin6s charges n6gativement incluent I'acide aspartique et 
I'acide glutamique, des acides amines charges positivement incluent la lysine et 
I'arginine, des acides amines avec des groupements polaires ayant des valeurs 
d'hydrophobicit6 voisines incluent la leucine, Tisoleucine, la valine; la glycine, 
15 I'alanine ; Tasparagine, la glutanaine ; la s6rine, la threonine ; la phenylalanine, la 
tyrosine. 

Les sequences d'ADN de la pr6sente invention peuvent etre modifiees pour alterer les 
sequences des polynucleotides selon Tinvention pour de nombreuses raisons incluant de 
manidre non limitative des alterations qui modifient le processus et Texpression du 
20 produit du gdne. Par exemple, des mutations peuvent etre introduites en utilisant des 
techniques bien connues de I'homme du metier, par exemple la mutagSndse dirigee, 
rinsertion de nouveaux sites de restriction, Talteration des glycosylations, la 
phosphorylation, etc. 

En particulier, dans certains systemes d'expression comme la levure, la cellule bote pent 
25 sur-glycosyler le produit du gene. Dans un tel systeme, il est preferable d' alterer les 
sequences polynucleotidiques pour eliminer les sites de glycosylation. Dans Tetendue 
de la divulgation de la presente invention figurent egalement des sequences 
polynucleotidiques modifiees liees a des sequences h^terologues pour coder une 
proteine de fusion. La prot6ine de fusion (qui pent etre par exemple la proteine de 
30 sequence SEQ. ID. NO. 14) pent etre modifi6e pour contenir un site de clivage localise 
entre la sequence de la prot6ine selon I'invention (par exemple la sequence 
SEQ. ID. NO. 10) et la sequence de la prot6ine h6terologue, de telle sorte que la 
sequence de la prot6ine selon Tinvention puisse etre cliv6e de la partie h6t6rologue. 
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Ppl3?nucl6otid^^^ 

Tout polynucleotide qui code pour un polypeptide ou une portion ou un variant de celui- 
ci comme decrit ici fixant le GHRH humain et etant associ6e k la modulation de la 
5 proliferation cellulaire, est couvert par la presente invention. De tels polynucleotides 
peuvent etre simple brin (codant ou anti-sens) ou double brin et peuvent Stre de TADN 
(genomique, ADNc ou synthetique) ou des molecules d'ARN. 

Les polynucleotides codant pour des polypeptides fixant le GHRH humain et etant 
associfee k la modulation de la proliferation cellulaire peuvent etre prepares en utilisant 

10 n'importe quelle technique disponible pour Thomme du m6tier. Par exemple, un tel 
polynucleotide pent Stre amplifiS via une reaction de polymerisation en cha£ae (PGR) k 
partir d' ADNc pr6pare h partir de cellules. Pour cette approche, des amorces sp6cifiques 
peuvent etre dessindes et commandoes ou synthetisees ; ces amorces sont basSes sur la 
sequence dudit polynucleotide. Une portion amplifiee pent ensuite etre utilisee pour 

15 isoler le gene complet k partir d'une banque d'ADN genomique ou k partir d'une 
banque d'ADNc de n'importe quelle ceUule ou n'importe quel tissu, gr&ce k des 
techniques bien connues de Thomme du metier et brievement rappelees ci-dessous. 
Altemativement, im gene complet peut etre construit k partir de plusieurs fragments de 
PGR. Les molecules d' ADNc codant pour une proteine fixant le GHRH humain et etant 

20 associee k la modulation de la proliferation cellulaire, ou une portion de celle-ci, 
peuvent egalement etre prepar6es en criblant une banque d' ADNc obtenue par exemple 
a partir d'ARNm de cellules ou de tissus. De telles librairies peuvent etre disponibles 
dans le conomerce ou peuvent etre preparOes en utilisant les techniques classiques (cf 
Sambrook et coll.. Molecular cloning : A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 

25 Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 1989). 

Altemativement, d'autres techniques de criblage bien connues par Thomme du metier 
peuvent etre employees. 

Une molecule d'ADNc codant pour un polypeptide fixant le GHRH humain et etant 
associe k la modulation de la proliferation cellulaire peut etre s6quencee en utiUsant les 

30 techniques classiques utilisant des enzymes comme le fragment de Klenow de TADN 
polymerase I, la Sequenase X (US Biochemical Corp., Cleveland, OH, Etats-Unis), la 
Taq polymerase (Perkm Ehner, Foster City, CA, Etats-Unis), la polymerase 
thermostable T7 (Amersham, Chicago, IL, Etats-Unis) ou une combinaison de 
polymerases recombinantes et d'exonucieases k activite de relecture comme le systSme 

35 d'amplification Elongase (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, Etats-Unis). Un systdme de 
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sequen9age automatique peut etre utilise a Taide des instruments disponibles chez des 
foumisseurs commerciaux comme Perkin Elmer et Pharmacia. 

La s6quence partielle d'un ADNc peut etre utilis6e pour identifier une sequence 
polynucleotidique qui code pour la prot6ine complete associ^e k la modulation de la 
5 proliferation cellulaire en utilisant des techniques classiques bien connues de Thomme 
du m6tier. Parmi ces techniques, une librairie d*ADNc est cribl6e en utilisant une ou 
plusieurs sondes polynucleotidiques en utilisant les proprietes de recombinaison de 
RecA (ClonCapture cDNA Selection Kit, Clontech Laboratories, Etats-Unis). 

Pour les techniques d'hybridation, une sequence partielle peut etre radiomarquee (par 
10 exemple par translation de coupure ou par marquage des extremit6s en utilisant du ^^P 
ou du ^^P) en utilisant des techniques classiques. Une librairie de bact6ries ou de 
bacteriophages est ensuite criblee par hybridation sur des filtres contenant les colonies 
bacteriennes d^natur^es (ou les empreintes contenant les plaques de phages) avec la 
sonde marqu6e (cf. Sambrook et coll.. Molecular cloning: A Laboratory Manual^ Cold 
15 Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Les colonies positives ou 
plaques sont ensuite s61ectionn6es et amplifi6es et TADN est isol6 pour des analyses 
futures. 

La sequence complete peut ensuite etre determinee en utilisant des techniques standard. 
Les sequences chevauchantes sont ensuite assemblies en une sequence xmique continue. 
20 Une mol6cule d'ADNc complete peut 6tre g6n6ree par ligature des fragments d'interet 
en utilisant des techniques classiques. 

Altemativement, il existe de nombreuses techniques bas6es sur I'amplification pour 
Tobtention d'une sequence codante complete a partir d'une sequence partielle d'ADNc. 
Parmi elles, Tamplification est gen6ralement realisee via PGR. L'ensemble des kits 

25 disponibles dans le commerce peut etre utilise pour les etapes d'amplification. Les 
amorces peuvent etre dessinees en utilisant, par exemple, des logiciels bien connus dans 
le metier. Les amorces nucleotidiques sont de preference des molecules de 20 a 
30 nucleotides ayant xm contenu en guanine et cytosine d'au moins 50% et qui 
s'hybrident avec la sequence cible k des temperatures comprises entre 50 et IT" C. La 

30 region amplifi6e peut 6tre s6quencee cormne decrit ci-dessus et les sequences 
chevauchantes assemblies en ime s6quence continue. 

Parmi les approches alternatives, des sequences adjacentes k la sequence partielle 
peuvent etre retrouvees par amplification avec une amorce de la sequence de liaison et 
une amorce specifique d'xme region coimue. Les s6quences amplifiies sont ensuite 
35 soumises k \m second cycle d'amplification. 
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Des techniques additioimelles incluent la PGR de capture (Lagerstrom et coll., PCR 
Methods Applic. (1991), 1, 111-19) et la PCR progressive (Parker et coll., Nucl Acids. 
Res. (1991), 19, 3055-60). D'autres methodes utilisant 1' amplification peuvent 
egalement etre employees pour Tobtention d'une s6quence complete d'ADNc. 

5 n est possible d'obtenir une sequence d'ADNc complete en analysant les s6quences 
d6posees dans les bases publiques « Expressed Sequence Tags » (ESTs) disponibles k 
partir de GenBank. Des recherches de recouvrement des ESTs peuvent etre realisees en 
utilisant des programmes informatiques bien connus de Thomme du m6tier (par 
exemple NGBI BLAST) et de tels ESTs peuvent etre utiUses pour gen6rer une sequence 
10 complete continue. 

Les variants des sequences polynucl6otidiques d6crites plus haut (notamment des 
sequences SEQ. ID. NO. 8, SEQ. ID. NO, 9 et SEQ, ID. NO. 13) sont 6galement inclus 
dans le champ de la pr6sente invention. Les variants polynucl^otidiques peuvent 
contenir une ou plusieurs substitutions, del6tions ou insertions (cf. aussi supra dans la 
15 partie intitul6e « Polynucleotides, polypeptides et prot6ines selon Tinvention »). 

Une portion de la sequence complementaire de la sequence codante (i.e. un 
polynucleotide anti-sens) pent egalement etre utilisee comme sonde ou comme 
modulateur de Texpression genique. Les construits d'ADNc pouvant etre transcrits en 
ARN anti-sens peuvent 6tre introduits dans des cellules ou dans des tissus pour faciliter 

20 la production d'ARN anti-sens. Un polynucleotide anti-sens pent Stre utilise, comme 
d6crit ici, pour inhiber Texpression d'un gfene associ6 k la modulation de la proliferation 
cellulaire. La technologie anti-sens pent Stre utilis6e pour contr61er I'expression genique 
en foraiant une triple-h61ice, qui compromet la capacite de la double helice k s'ouvrir 
suffisanmient pour la fixation des polymerases, des fecteurs de transcription ou des 

25 molecules de regulation (cf. Gee et coll. dans Huber et Carr, Molecular and 
Immunologic Approaches (1994), Futura Publishing Co., Mt. Kisco, NY). 
Altemativement, une molecule anti-sens pent Stre utilisee pour s'hybrider avec une 
region de contrdle du gene (par exemple un promoteur ou un site d'initiation de la 
transcription) et bloquer la transcription du gene, ou bloquer la traduction en inhibant la 

30 fixation des ribosomes au transcrit. 

Les polynucleotides peuvent etisuite etre modifies pour augmenter leur stabilit6 in vivo. 
Des modifications possibles incluent (mais ne sont pas limit6es K) : I'addition de 
sequences aux extr6mit6s 5* et/ou 3'; Putilisation de phosphorothioate ou de 
2' 0-m6thyle plutdt que des liaisons phosphodiesterase dans le squelette; et/ou 
35 rintroduction de bases comme Tinosine, la queosine et la wybutosine de m6me que 
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Tacetyladenine, la methylthioadenine et d'autres formes modifiees de radenine, la 
cytidine, la guanine, la thymine et Turidine. 

D'autres variations des polynucl6otides de la presente invention ont par ailleurs d€jk 6t6 
d6crites prec6demment dans la partie intitul6e « Polynucl6otides, polypeptides et 
5 prot6ines selon Tinvention ». 

Les sequences de nucleotides comme d^crites dans la presente invention peuvent etre 
jointes k d'autres sequences nucl^otidiques en utilisant des techniques etablies d'ADN 
recombinant. Par exemple, un polynucleotide peut etre clone dans un large panel de 
vecteurs d'expression, incluant des plasmides, des phagemides, des derives du phage 

10 lambda et des cosmides. Les vecteurs d'int6ret particulier incluent les vecteurs 
d'expression, des vecteurs de replication et des vecteurs de sequen5age. En general, un 
vecteur contient une origine de replication fonctionnelle dans au moins un organisme, 
des sites de restriction endonucl^asiques convenables et un ou plusieurs marqueurs de 
selection. La presence d'autres elements dependra de Tutilisation sp6cifique souhait6e 

15 par rhonmie du metier qui seiectionnera les caracteristiques du vecteur d' expression en 
fonction de ses besoins et des techniques disponibles. 

Les polynucleotides peuvent etre formules pour entrer dans la cellule et exprimer le 
polypeptide correspondant. De telles formulations sont particulierement utiles en 
therapeutique comme decrit ci-aprSs. 

20 Les hommes du metier apprecieront qu'il existe plusieurs moyens pour exprimer un 
polynucleotide dans une cellule cible, et que n'importe quelle technique adequate peut 
etre employee. Par exemple, xm polynucleotide peut etre incorpore dans un vecteur viral 
comme un adenoviras ou im retrovirus (mais aussi dans d'autres). Des techniques pour 
incorporer de I'ADN dans de tels vecteurs sont bien connues de I'homme de Tart. Un 

25 vecteur retroviral peut transferer ou incorporer xm g^ne pour un marqueur de selection 
et/ou une entite de ciblage comme un gene codant pom: le ligand d'un recepteur 
specifique d'une cellule cible, afin de rendre le vecteur cible-specifique. 

D'autres formulations pour les polynucleotides incluent les systdmes de dispersion 
coUoidaux comme des complexes macromoieculaires, nano-capsules, microspheres, 
30 billes, et des systSmes bases sur I'utilisation des lipides incluant les emulsions 
huile/eau, micelles, micelles mixtes et liposomes. Le systdme colloidal pr6f6re pour une 
utilisation de deiivrance du produit in vitro et in vivo est le liposome (i.e. une vesicule 
membranaire artificielle). 
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Dans r6tendue de la divulgation, les polypeptides de la pr6sente invention comprennent 
au moins une portion de la prot6ine associ6e k la modulation de la prolif6ration 
cellulaire ou d'un variant de celle-ci, ladite portion 6tant inununologiquement et/ou 
5 biologiquement active. De tels polypeptides peuvent avoir n'importe quelle longuexir, 
incluant la prot6ine complete, un oligopeptide (i.e. consistant en uu nombre 
relativement limite d'acides amines, comme 8-10 residus, joints par des liaisons 
peptidiques) ou un peptide de taille intenn^diaire. Un polypeptide pent 6galement 
comprendre des sequences additionnelles. 

10 De manidre similaire, im polypeptide est « biologiquement actif » s'il possMe une ou 
plusieurs fonctions structurales, rSgulatrices et/ou biochimiques k partir de la proteine 
native associ6e k la fixation du GHRH humain et etant associ6e k la modulation de la 
proliferation cellulaire. 

La presence d'une activity biologique pent etre determinee selon des methodes bien 
15 connues de Thomme du metier. Toutefois, par defmition dans le cadre de la presente 
invention, un polypeptide sera considere comme «ayant au moins ime activity 
immunologique et/ou biologique caract6ristique d'une prot6ine fixant le GHRH himiain 
et 6tant associSe k la modulation de la proliferation cellulaire » des lors que sa 
concentration inhibitrice CI50 mesur6e dans les conditions d6crites dans Texemple 6 de 
20 la pr6sente demande sera inferieure ou egale k 10 nM (et de pr6f6rence inf6rieure ou 
6gale k 1 nM). 

Par exemple, des 6tudes de comparaison de sequences peuvent indiquer une activite 
biologique particuli^re de la prot6ine. Les essais tendant k evaluer ladite activite 
peuvent alors etre mis en oeuvre sur la base d'essais deja connus dans le metier. 
25 Certaines portions et d'autres variants de telles proteines devraient egalement montrer 
cette propriete selon un test in vitro ou in vivo. 

Comme deji mentionne, les polypeptides selon la prSsente invention peuvent 
comprendre une ou plusieurs portions d'un variant de la proteine endogdne oH la portion 
est immunologiquement et/ou biologiquement active (i.e. la portion pr6sente une ou 
30 plusieurs caract6ristiques antig6niques, immunog6niques et/ou biologique de la prot6ine 
complete). De preference, une telle portion est au moins aussi active que la prot6ine 
totale lors d'essais permettant la detection de telles propri6t6s. Un polypeptide 
« variant » est un polypeptide qui differe de la prot6ine native par des substitutions, des 
insertions, des deletions et/ou des modifications en acides amines. Certains variants 
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contiennent des substitutions conservatrices. « Une substitution conservatrice » est une 
substitution dans laquelle un acide amin6 est substitue par un autre acide amin6 ayant 
les mSmes propri6tes, comme celies determin^es par Thomme du m6tier qui n'attend 
aucun changement dans la structure secondaire, ainsi que dans la nature hydropathique 
5 du polypeptide. Les substitutions d'acide amin6 peuvent g6n6ralement etre r6alisees sur 
la base de siniilaritd de polarit6, de charge, de solubilite, d'hydrophobicite, 
d*hydrophylicit6, et/ou de la nature amphipathique des r6sidus. Par exemple, des acides 
amin6s charges negativement incluent I'acide aspartique et I'acide glutamique ; des 
acides amines charg6s positivement incluent la lysine et Targinine ; et des acides aminSs 

10 non charges polaires ayant des valeurs d'hydrophobicit^ siroilaire incluent la leucine, 
risoleucine et la valine ; la glycine et Talanine ; Tasparagine et la glutamine ; la serine, 
la threonine, la phenylalanine et la tyrosine. D'autres groupes d'acides amines qui 
peuvent representer des changements conservateurs sont notamment les suivants : (1) 
Ala, Pro, Gly, Glu, Asp, Ghi, Asn, Ser, Thr ; (2) Cys, Ser, Tyr, Thr (3) Val, He, Leu, 

15 Met, Ala, Phe ; (4) Lys, Arg, His ; et (5) Phe, Tyr, Tip, His, Un variant pent egalement, 
ou altemativement, contenir des changements non conservateurs. 

Des variants faisant partie de cette invention incluent Egalement des polypeptides dans 
lesquels la stracture primaire de la protSine native est modifi^e par formation de 
conjugu^s covalents ou pas avec d'autres polypeptides ou des structures chimiques 
20 comme des groupes lipidiques ou des groupes glycosyle, ou phosphate acStyle. 

La presente invention inclut egalement des polypeptides avec ou sans motifs de 
glycosylation. Les polypeptides exprimes dans des systemes d'expression de levure ou 
de cellules de mammif^res peuvent etre, en termes de poids moleculaire et de schema de 
glycosylation, similaires a ou legerement differents de la molecule native selon le 
25 systeme d'expression utilise. 

L'expression d*ADN chez la bactSrie comme E. Coli conduit h des molecules 
non^glycosyl6es. Les sites de N-glycosylation des proteines eucaryotes sont caract6ris6s 
par le triplet d'acides amines Asn-Al-Z ou Al est n'importe quel acide amine except^ 
Pro, et Z est une serine ou une threonine. 

30 D'autres variations des polypeptides et prot6ines de la presente invention ont par 
ailleurs d^ja et6 dScrites pr^c^demment dans la partie intitulSe « Polypeptides et 
polynucleotides selon Tinvention ». 

Pour preparer un variant polypeptidique, des techniques standard de mutagen^se, 
comme la mutagenese dirig^e en utilisant im oligonucleotide dirig6, peuvent etre 
35 utilis6es. 
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En gen6ral, n'importe quel vecteur d'expression connu de rhomme du metier peut etre 
employe poiir exprimer des polypeptides recombinants de cette invention. L'expression 
peut etre obtenue dans nHmporte quelle cellule h6te appropriee qui a ete transformee ou 
transfect6e avec un vecteur d'expression contenant une sequence d'ADN qui code pour 
5 le polypeptide recombinant. Des cellules h6tes convenables incluent des cellules 
procaryotes, d'eucaryotes superieurs ou de levure. De preference, les cellules hStes 
employ6es sont E. Coli, des cellules de levure ou des cellules de mammiferes comme 
COS, CHO, HEK-293, MCF7 (cellules tumorales humaines isol6es k partir d'un 
carcinome mammaire) ou DU 145 (cellules tumorales humaines isol6es a partir d'uu 
10 cancer de la prostate). 

Certaines portions et d'autres variants peuvent egalement etre gen^res par des moyens 
synth6tiques en utilisant des techniques bien connues de Phomme de Tart. Par exemple, 
des portions et autres variants ayant moins de 500 acides amines, de preference moins 
de 100 acides anun6s et plus pr6ferentiellement moins de 50 acides amines peuvent etre 

15 synth6tis6s par voie chimique. Les polypeptides peuvent etre synthetises en utilisant des 
techniques de synthase sur phase solide disponibles commercialement, comme la 
m6thode de synthese sur resine de Merrifield ot les acides amin6s sont s6quentiellement 
ajoutfes k une chalne d'acides amm6s en cours de synthase (c£ Merrifield, J. Am. Chem. 
Soc. (1963), 85, 2149-2146). De nombreuses autres techniques de synthase sur phase 

20 solide sont 6galement disponibles (par exemple la mfethode de Roberge et coll.. Science 
(1995), 269, 202-204). Des 6quipements pour la synthdse automatique de polypeptides 
sont commercialement disponibles chez des foumisseurs comme Applied Biosystems, 
Inc. (Foster City, CA, Etats-Unis) ; la synthese des polypeptides peut alors 6tre r^alisee 
en suivant les recommandations du constructeur. 

25 PoJimcleMdeso^^ 

En g6n6ral, les polypeptides et polynucleotides d6crits dans la presente mvention sont 
isoles. Uh polypeptide ou un polynucleotide «isol6» est un polynucleotide ou un 
peptide enleve de son environnement origmal. Par exemple, une prot6ine naturelle est 
isolee si elle est separ6e du mat6riel biologique avec lequel elle coexiste dans le systdme 
30 naturel. Un polynucleotide est consid6r6 comme isole si, par exemple, il est clon6 dans 
xm vecteur qui ne fait pas partie de Tenvironnement naturel. 

Anticoips.et fragmente 

La pr6sente invention foumit des agents de fixation, comme les anticorps qui jBxent 
sp6cifiquement la prot6ine associ6e k la fixation du GHRH humain et etant associ^e k la 
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modulation de la proliferation cellulaire. Un tel agent est dit comme «fixant 
sp6cifiquement » i la proteine de modulation de la proliferation cellulaire s'il reagit k un 
niveau detectable (par exemple par un essai ELISA) avec une prot6ine associ6e k la 
modulation de la proliferation cellulaire ou une portion ou un variant de celle-ci et ne 
5 reagit pas de maniere detectable avec d'autres proteines. « La fixation » se r6f&re a une 
association non covalente entre 2 molecules separees de telle sorte qu'un complexe se 
forme. La capacite k la fixation pent 6tre 6valu6e, par exemple, par la detemiination de 
la constante de fixation pour la formation du complexe. La constante de fixation est la 
valeur obtenue lorsque la valeur de la concentration du complexe est divisee par le 
10 produit des valeurs des concentration des composants. En g6n6ral, 2 produits sont dits 
« fixes » lorsque la constante de fixation atteint 103 1/moL La constante de fixation peut 
etre determinee en utilisant des methodes bien connues de Thoiome du m6tier. 

N'importe quel agent capable de repondre aux criteres ci-dessus peut etre considere 
comme un agent fixant. 

15 Dans la presente invention, un agent de fixation est de preference un anticorps ou un 
fiagment de celui-ci. Les anticorps peuvent etre prepares par n'importe quelle technique 
disponible k I'homme du metier (of Harlow et Lane, Antibodies. A laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). En general, les anticorps peuvent 6tre produits 
par des techniques de culture cellulaire incluant la generation d'anticoips monoclonaux 

20 ou via des transfections de g^nes d'anticoips dans des cellules hdtes de bact6ries ou de 
mammiferes afin de produire des anticorps recombinants. 

Parmi d'autres techniques, on pref6rera employer celles decrites ci-aprds. Un 
immunogene contenant le polypeptide est injecte chez un groupe de mammiferes (par 
exemple souris, rats, lapins, moutons ou chevres). Dans cette etape, les polypeptides de 

25 la presente invention peuvent servu: d'immunogenes sans modification. 
Altemativement, et particulidrement pour des peptides de petite taille, une r6ponse 
immunitaire superieure peut 6tre induite si le polypeptide est joint k une proteine de 
transport coname I'albumine de serum bovin ou rhemocyanine de patelle. 
L'immunogene est injecte chez I'animal h6te, de preference selon un schema 

30 predetermine, et les animaux sont saignes periodiquement. Des anticorps polyclonaux 
specifiques du polypeptide peuvent ainsi etre purifies a partir de tels antiserums, par 
exemple par chromatographie d'affinite en utilisant le peptide couple k un siq)port 
solide adequat. 

Pour preparer vn anticorps fixant spedfiquement une proteine de sequence A mais pas 
35 une proteine de sequence B, la proteine de sequence A est injectee chez I'animal bote. 
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de pr6ference selon un schema predetennine, et les animaux sont saignes 
p6riodiquemejQt. Des anticoips polyclonaux sp6cifiques du polypeptide de sequence A 
peuvent ainsi 6tre purifies k partir de tels antiserums, par exemple par chromatographic 
d'affinit6 en utilisant la prot6ine de sequence B couplee a un support solide adequat. 
5 L'61uat correspondant contient I'anticorps fixant sp6cifiquement une prot6ine de 
sequence A mais pas une prot6ine de sequence B. 

Prot6mes (te.ftisi^^^^ 

N'importe quel gene de fusion peut etre r6alis6 par I'homme du metier pour analyser la 
localisation sub-cellulaire d'une prot6ine selon I'invention, en particulier la localisation 
10 sub-cellulaire de la prot6ine de sequence SEQ. ID. NO. 10. De nombreuses 
constructions plasmidiques sont disponibles commercialement comme la prot6me 
Glutathione S Transferase (GST) ou des prot6ines fluorescentes comme la Green 
Fluorescent Protein (GFP) ou encore et de mani^re non exhaustive un marquage poly- 
Histidine. 

15 Des cellules botes eucaryotes humaines (par exemple HEK-293) sont sous-cultiv6es 
durant 24 h avant le protocole de transfection permettant un m6taboUsme normal des 
cellules et une meilleure efficacit6 de transfection. Des concentrations croissantes (1, 5 
et 10 ^g) de vecteur seul contenant la proteine r6v61atrice (GFP, GST ou Tag Histidine) 
ou de vecteur contenant le polynucl6otide de sequence SEQ. ID. NO. 8 ou le 

20 polynucleotide de s6quence SEQ. ID. NO. 9 fusionn6e avec la proteine r6v61atrice ont 
ete realisees en utilisant le r6actif Efifectene® selon les recommandations du fabricant 
(Qiagen). 

Les cellules sont ensuite analys6es par microscopie confocale, par exemple, pour 
d6tecter la localisation de la prot6ine. Si la prot6ine est suspect6e d'6tre s6cr6t6e par 
25 exemple, les sumageants sont r6cup6r6s, lyophilis6s, d6pos6 sur gel d'acrylamide et 
analyses par la technique de Western blot k I'aide d'anticorps diriges contre la prot6ine 
r6v61atrice. 



QoSSSSsition^jghaima^^^ 

Selon certains aspects de I'invention, des produits tels que des polypeptides, anticorps 
et/ou acides nucl6iques peuvent 6tre incorpor6s dans des compositions pharmaceutiques 
ou des vaccins. Les compositions pharmaceutiques comprennent un ou plusieurs de ces 
produits et un ou des excipients (transporteurs) pharmaceutiquement acceptables. 
Crataines compositions pharmaceutiques 6ventuellement utilisables comme vaccins 
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pourront comprendre un ou plusieurs polypeptides et un activateijr de la r6ponse 
immunitaire, comme un adjuvant ou un liposome (dans lequel le produit est incorpore). 
Les compositions pharmaceutiques et las vaccins peuvent de plus contenir un syst^me 
d'administration, comme des microspheres biod6gradables (et par exemple les 
5 microspheres compos6es de copolym&tes d'acide lactique et d'acide glycolique ou 
PLGA). Les compositions pharmaceutiques et les vaccins dans I'^tendue de la 
divulgation de la pr6sente invention peuvent 6galement contenir d'autres produits 
pouvant 6tre biologiquement actifs ou inactifs. 

Une composition pharmaceutique ou un vaccin pent contenir de 1' ADN codant pour un 
10 ou plusieurs polypeptides comme decrit ci-dessus, de telle sorte que le polypeptide est 
gen^re in situ. Comme mentionn6 pr6c6demment, I'ADN peut etre present sous 
n'importe quelle forme d'administration connue de I'homme du metier, y compris des 
systemes d'expression d'acides nucleiques, bact6riens ou viraux. Les systemes 
d'expression d'acides nucl6iques appropries contiennent les sequences d'ADN 
15 n6cessaires pour I'expression chez le patient. 

Les systdmes d'administration bas6s sur une bact6rie impliquent I'administration de 
bacterium (comme Bacillus-Cahnette-Ghxerrin) qui exprime une portion immunogfine 
du polypeptide k sa surface. De pr6f6rence, I'ADN peut 6tre introduit en utilisant un 
syst^me d'expression viral (par exemple un pox virus, un retrovirus ou un ad6aovirus) 
20 impliquant I'utilisation d'agents non pathogdnes (d6fectif). 

Bien que tout ttansporteur ad6quat connu de I'homme du metier puisse etre employe 
dans des compositions pharmaceutiques de cette invention, le type de transporteur 
variera selon le mode d'administration choisi. Les compositions de la pr^sente invention 
poum>nt etre formul6es pour chaque mode d'administration approprie, y compris, par 
25 exemple, les voles topique, nasale, intraveineuse, intra-craniale, 
intra-p^toneale, sous-cutanee et intramusculaire. 

Pour une administration parenterale, comme une injection sous-cutanee, le transporteur 
contient de preference de I'eau, du sel, de I'alcool, de la graisse, de la parafiSne ou un 
tampon. Pour une administration orale, tout transporteur cite ci-dessus ou un 

30 transporteur solide, conome du mannitol, du lactose, de I'amidon, du stearate de 
magnesium, du talc, de la cellulose, du glucose, du sucrose et du carbonate de 
magnesium peut 6tre employe. Des microspheres biodegradables peuvent aussi etre 
utilisees comme transporteurs pour les compositions pharmaceutiques de cette 
invention. Pour certaines applications topiques, des formulations comme des cremes ou 

35 des lotions sont preferees. 
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De telles compositions peuvent egalement comprendre des tampons (par example des 
solutions salines tamponnees neutres ou phosphate), des carbohydrates (par exemple du 
glucose, du mannose, du sucrose ou des dextranes), du mannitol, des proteines, des 
polypeptides ou des acides amines conune la glycine, des antioxydants, des agents 
5 ch61ateurs comme I'EDTA ou la glutathione, des adjuvants (par exemple de 
rhydroxyde d'aluminium) et/ou des agents protecteurs. Altemativement, les 
compositions de la pr6sente invention peuvent se presenter sous forme d'un lyophilisat 
Des produits peuvent 6galement Stre encapsul6s dans des liposomes en utilisant des 
technologies classiques. 

10 Selon Tinvention, chacune des varietes d'adjuvants pent etre utilisee dans des vaccins 
pour induire la reponse inununitaire. La plupart des adjuvants contient ime substance 
protegeant Tantigene d'lm catabolisme rapide, comme Thydroxyde d'aluminium ou 
rhuile min^rale et im stimulateur des reponses immunitaires comme le lipide A, des 
protSines d6riv6es de Bordetella Pertussis ou Mycobacteixun tuberculosis. Des adjuvants 

15 ad^quats sont conmxercialement disponibles comme, par exemple : I'adjuvant de Freund 
et radjuvant complet (Difco Laboratories, Detroit, MIY, Etats-Unis ; Merck Adjuvant 
65 (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ, Etats-Unis)), des microspheres 
biodSgradables ; le lipide A monophosphoryle ; et des cytokines comme le GM-CSF ou 
rinterleukine-2, -7 ou -12. 

20 Les compositions d^crites ci-dessus peuvent egalement etre administrees sous forme de 
formulations retard (i.e. une formulation conmae une capsule ou une eponge qui 
declenche la liberation lente du produit apres administration). De telles formulations 
peuvent generalement etre prepar^es en utilisant des technologies bien connues de 
rhomme du metier et administrees, par exemple, par voie orale, rectale ou en 

25 implantation sous-cutanee ou par implantation sur le site cible d6sire. Les formulations 
retard peuvent contenir un polypeptide, un polynucleotide ou un anticorps disperse dans 
une matrice transporteuse et/ou contenu dans un reservoir protege par une membrane de 
diffusion. Les transporteurs pour Tutilisation de telles formulations sont biocompatibles 
et doivent 6galement Stre biodegradables ; de pr6f(&rence la formulation foumit un 

30 niveau relativement constant de la liberation du composant actif. La quantity de produit 
actif contenue dans la formulation retard depend du site d'implantation. 

Th6rapie a^^ 

Selon d'autres aspects de la presente invention, les produits ddcrits peuvent etre utilises 
en therapie anticancereuse. En particulier, les polynucleotides et polypeptides associes a 
35 la fixation du GHRH humain et 6tant associ6e k la modulation de la proliferation 
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cellulaire peuvent gtre utilis6s pour inhiber la croissance et induire une modulation de la 
proliferation cellulaire dans des tumeiors specifiques du sein, de la prostate ou du cancer 
du poumon. 

De tels polypeptides ou polynucleotides peuvent 6galemait 8tre utilises pour la th6rapie 
5 de nombrexox carcinomes incluant les mSlanomes, les formes multiples de 
glioblastomes, les carcinomes du poumon ainsi que les cancers colorectaux. Des agents 
qui activent I'expression de tels polypeptides ou polynucleotides peuvent 6galement 6tre 
employes dans le cadre de ces therapies. 

Selon ces aspects de I'invention, les produits (pouvant etre des polypeptides ou des 
10 acides nucl6iques) sont de pr6f6rence incorpor6s dans des compositions 
phannaceutiques comme d6crit ci-dessus. 

Les patients ad^quats pour la therapie sont tous les animaux k sang chaud, et de 
preference I'etre humain. Un patient eligible pour une therapie selon I'invention pent ou 
non etre diagnostiqu6 comme 6tant affecte par un cancer. Autrement dit, les 
15 compositions pharmaceutiques decrites ci-dessus peuvent ainsi etre utilisees poxir 
inhiber le developpement d'un cancer k dififerents stades de la maladie (pour prevenir 
I'apparition d'un cancer ou pour traiter un patient affecte par un cancer). 

Les compositions pharmaceutiques de la presente invention seront administrees de 
manidre appropriee pour chaque cancer sp6cifique k traiter. 

20 La voie, la duree et la frequence d'administration seront determinees en fonction de 
I'etat du patient, du type et de la severite de la maladie, et de la methode 
d'administration. Les voies et frequences d'administration peuvent varier d'un individu 
k I'autre. En general, les compositions pharmaceutiques et les vaccins peuvent etre 
administres par injection (par exemple par la voie intra-cutanee, intramusculaire, 

25 intraveineuse ou sous-cutanee), par voie intra-nasale (par exemple par inhalation) ou par 
voie orale. De preference, entre 1 et 10 doses peuvent 6tre administrees sur une periode 
de 52 semaines. Des protocoles altematife peuvent Stre appropries pour chaque patient 
individuellement. 

En general, un dosage approprie et un regime de traitement contiennent le produit actif 
30 en quantite sufBsante pour foumir un benefice therapeutique et/ou prophylactique. Une 
telle reponse peut etre suivie par I'etablissement d'un devenir clinique ameiior6 (par 
exemple des remissions plxis frequentes, une survie en absence de la maladie complete, 
partielle ou plus longue) chez les patients traites compares aux patients non trait6s ou 
traites par des doses moindres. 
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Selon d'autres aspects de la presente invention, un polypeptide pent etre administre a 
des doses variant de 100 ^g 4 5 mg. Les molecules d'ADN codant pour de tels 
polypeptides peuvent g6n6ralement etre administrees en quantity suffisante pour g6nerer 
des niveaux comparables de polypeptides. Des dosages appropri^s peuvent 
5 g6n6ralement Stre d6termin6s en utilisant des meddles experimentaux et/ou des essais 
cliniques. En g6n^l, I'utilisation de la dose minimum suffisante pour foumir une 
th6rapie efficace est pr6f6r6e. Les patients peuvent g^n^ralement 6tre suivis en ce qui 
conceme refficacitS de la th6rapie en utilisant des essais ad^quats pour les conditions 
de traitement ou de pr6vention qui apparaitront femiliers i Thomme du metier. 

10 A moins qu'ils ne soient d6fmis d'une autre manidre, tous les termes techniques et 
scientifiques utilis6s ici ont la meme signification que celle couramment comprise par 
un sp6cialiste ordinaire du domaine auquel appartient cette invention. De m6me, toutes 
les publications, demandes de brevets, tous les brevets et toutes autres references 
mentionn6es ici sont incorporees par reference. 

15 Les exemples suivants sont pr6sentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
doivent en aucun cas 6tre consider6s comme une limite k la port6e de I'invention. 



EXEMPLES 

Exemole 1 : clon age de l*ADNc codant nour rh6t6rocamine 

1 • 1) ^traction desJLMsd^ 

20 Les cellules en culture sont conserves k -80 C avant les 6tapes d'extraction des ARNs 
totaux. L'extraction des ARNs totaux est bas6e sur une technique d6crite dans la 
Utt6rature scientifique (Caiomczynski et Sacchi, Anal. Biochem. (1987), 162, 156) a 
I'aide du r6actif Trizol (Gibco/BRL). La quaUte des ARNs ainsi extraits est analys6e sur 
gel d'agarose 1 % en pr6sence de biomure d*6thidium. 

25 1 .2) Synthes^edes^AJy^^^ 

Les AKNs sont r6tro-transcrits selon deux modes op6ratoires difiBhents afin de dissocier 
et de favoriser les transcriptions inverses des parties 5' et 3' des ARNs k I'aide du kit 
SMART™ RACE cDNA Amplification Kit (Clontech). 
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1.3) Sssi^..et_synthes^^^^ de jjolxmerisation en chqine 

(PCRJ.;. 

L'amplification des 2 sequences specifiques de I'ADNc de I'heterocarpine a 6t€ r6alis6e 
par reaction de polymerisation en chaine (PGR) sur les produits de la transcription 
5 inverse en utilisant I'amorce Revl pour les produits d'ADNc specifiques 5' et I'amorce 
Fwdl pour les produits d'ADNc specifiques 3' de sequences respectives 
SEQ. ID. NO. 4 et SEQ. ID. NO. 5. 

Les sequences SEQ. ID. NO. 4 et SEQ. ID. NO. 5 sent les suivantes : 
-SEQ. ID. NO. 4: 

10 5'-TCC AAG CAG CAA AAA CTA GTG ACC CAG GGG CCA TTA TAT CT-3' 
-SEQ. ID. NO. 5: 

5'-CGG TAT GGA CGC GGC TAT TGC TGA TGG TGT TGA TGT AA-3' 

^•^) MQctiondej)oJmki§MQnm^ 

Les conditions de reaction incluent 0,2 ^iM de Fwdl pour les produits d'ADNc 
15 sp6cifiques 3' et 0^ de Revl pour les produits d'ADNc specifiques 5', 200 jiM 
dNTPs, 40 mM Tricine-KOH (pH 8,7), 15 mMKOAc, 3,5 mM Mg(OAc)2, 3,75 ^g/ml 
BSA, 0,005% Tween-20, 0,005% Nomdet-P40, et 0,5 U Taq ADN polymerase dans un 
volume final de 50 ^1. Les reactions de PCR sont r6alisees sur un thermocycleur 
Perkin-Elmer 9700 en utilisant les pararndtres de cycles thermiques suivants : 5 cycles 
20 comprenant une denaturation k 94 "»C pendant 5 s, une hybridation des amorces k 72 "C, 
5 cycles comprenant une d6naturation k 94° C pendant 5 s, une hybridation des amorces 
a 70° C pendant 10 s, et une extension de polymerisation k 72° C pendant 3 minutes et 
enfin 25 cycles comprenant une denaturation k 94° C pendant 5 s, une hybridation des 
amorces a 68° C pendant 10 s, et une extension de polymerisation k 72° C pendant 
25 3 minutes. 

Les produits obtenus par la PCR sont separes sur gel d'agarose 1 % et visualises k I'aide 
d'une coloration au bromure d'ethidium. 

Les sequences en acides nucieiques des produits de PCR d'ADNc specifiques 5' et 
specifiques 3' sont determinees k I'aide d'un sequenceur automatique. H s'agit 
30 respectivement des sequences SEQ. ID. NO. 6 et SEQ. ID. NO. 7 reproduites ci-apres : 

- SEQ. ID. NO. 6 : 

1 ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagtacgcg gggatgcccc 
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t C t acrcra a i~ cr 


y <^y v» i»w wv^ci 




i- -h r* rr f- f- r< 1- <^ 

u ccy u ug 


cacggcu ecu 


gttggcggct 


181 


c t c ca t: ac t a 


actcaacrttc 


CfCXrk t" rr A rr A rr a 
y y M wy ciy ay a 


^ A A r*^ A ^ A ^ A 


uagu ucacac 


a A A A 

ggacaagacc 


241 


c a t a tiGfc c c a 


aaaccfctcte 




u y y C.aC u 


cuccggucgu 


tcgatccctc 


301 


aacrtctacaa 


wiy ^ wdc«.v^x<«cLd 


At'i~AAAt"<^ rxf^ 

a L. ucicici L.v«y 


t. y t- y a. t c c L, 


caccactitct 


tgcatactct 


361 


taccracaatcr 


w u>y b>^cL ^y y 


u L. uociy uy ca 


y ucucacc uc 


aacaggaac t 


tigaaactcta 


421 


aaaaacrtcte 


wGiy y 1. 1. \»oy l> 


^ ♦* A r^t" ^ a 4" 

ouca.yx«i^ uac 


gccgauaaga 


cagcgacact: 


tgacaccacc 


481 


catacaectcr 


cm L# to i« Vm li»Va> L>W 


cctgaatact 


gccaacgggt 


tgtggcctgc 


tccaaaguac 


541 


crcffccraacra t" r5 


ccici.u>L<y ^L.^^ 


tgttattgac 


agcggtgtct 


gg ccggagag 


tgaaagttat 


601 


a a t era fc era t" cr 


rft"a iTtcmc*CTf^ 


tattccaagc 


agatggaagg 


gagaa^gtga 


agctggacaa 


661 


craCTttcaatt 


e r*? t" r» f a f" cr t" rr 
w w wv^wci i«y i«y 


caactcaaag cttattggag 


ctagatzattt 


cgataagggt 


721 


atcattcfccrcr 


f^aaa tTT^trrfT 


gattaacatt 


agcatgaaat 


ctgccagaga 


tactatgggg 


781 




a r* \' r* r* ^ r* 


cacagttgct 


gggaattatg 


tggatggcgt 


ttcattcttt 


841 


cjcre t a t crc t" a 


a Si crrr A a 


aaaaggagtg 


gcaccacggg 


cgagagtggc 


tatgtacaag 


901 


crfccatfcfcttcr 


y »ciy y y y 


ctatgcatct 


gatgttcttg 


ccggtiatigga 


cgcggctatt 


961 


cr c t era t" crcfh rr 


L. u.y ci uy UiacLitf 


ttcaatatca 


atgggatttg 


atgagacccc 


gttgtatgaa 


1021 


era t" r* r* i" a 1" a rr 


A A ■H ^ rrr^r^t" 


attcgctgct 


acagagaagg 


gcgtagtggt 


ctcatcttca 


1081 


y VivCxy ^cicici L.y 


cagggccagc 


gctagggagc 


ttgcacaatg 


gaatcccatg 


gacgttaact 


1141 


y iv^^ciy L«y 


OTA A ^ a 4" a 

y a.a.C C a, b C ga 


ccgttcattt 


gcaggcacta 


taactcttgg 


gagtggggaa 


1201 




y a u ggac aa u 


gttcccagcc 


agtgcttatg 


tagcagactt 


gccactgctt 


1261 


U^Oi L'UCl.VirClCL^CX 


f 4" t" A ^ ^ 


atgcaactca 


actcgattat 


tatctcaact 


ccgaactgac 


1321 


y ^.'^a i.(.,'CLt,»v^y 


^ A ^~ s 

L.o.uy cgaaga 


agctgaagat 


tcggtatctg 


agcaaatatc 


tgttgtcagt 


1381 


crc a r*rTfi a a 
y v.* w i« ^y ciciwci 




catatttgtt 


tcagattatg 


atgctgaatt 


atttgaactt 


1441 


ggtggtgtga 


ctattcctgg 


tgtcgtgatt 


agcaccaagg 


atgcaccggc 


tgtgatcagc 


1501 


tacgccagca 


atgatgtgaa 


acctaaggca 


agcatcaagt 


tccaacaaac 


tgttctgggc 


1561 


acaaagcctg 


caccagccgt 


ggctttctat 


acttctagag 


gtccgtcacc 


gagctatcca 


1621 


ggcatcttaa 


agccagatat 


aatggcccct 


gggtcactag 


tttttgctgc 


ttgga 



- SEQ. ID. NO. 7 : 
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1 


cggt at ggac 


Qccrcrc tatter 


ctgatggtgt 


tgatgtaatt 




*-uggauCuga 




61 


tgagaccccg 


ttgtatgaag 


atcctatagc 


aattgcctca 


t" fcr^rro fc^rr'fci* 


^ a.y ay^aay gg 




121 


cgtagtggtc 


tcatcttcag 


caggaaatgc 


agggccagcg 


w ucigggagc v. 


ugcacaaugg 




181 


aatcccatgg 


acg 1 1 aac tg 


ttgcagctgg aaccattgac 


c g u t. c a. u t. u g 


caggcaccac 


5 


241 


aactct: taaa 


a cr t crcr crcraa a 


ccatcattgg 


atggacaatg 


c ucccagcca 


gtgcttatgt 




301 


agcagactitg 


ccactacttt 


ataacaagac 


ttactctgca 


ugcaacccaa 


ctcgattatt 




361 


atctcaactc 


ccraac t craccr 


ccatcatcgt 


atgcgaagaa 


gc c gaaga t u 


cggtatctga 




421 


crcaaatatct 




catcgaacat 


tcggggagcc 


acat ucgtct 


cagat t a tga 




481 


fc crc t craa t" f" a 




gtggtgtgac 


tattcctggt 


gccgtgatta 


gcaccaagga 


10 


541 


t Cfcacccrcrc t 


cr t" era t" f*a <TO t" 


acgccagcaa 


tgatgtgaaa 


ecu aaggc aa 


gcatcaagtt 




601 


ccaacaaac t 


o 1 1 C! t crcrcrca 


caaagcctgc 


accagccgtg 


gcccccuaca 


cttctagagg 




661 


tcccrtcaccGi 


acre fc a t c c acr 


gcatcttaaa 


gccagatata 


auggccccug 


gg t cac tag t 




721 


ttttactact 


fc crcra t* o a a 


atactgctac 


agcccaaatt 


ggtttgaata 


ccctcttgac 




781 


aacrtcraatiac 


aa t a t crcr fc 1 1* 


ctggaacatc 


aatggcctgc 


ccucaugccg 


c^9Sft:gtagc 


15 


841 


tcrctctcctt 


a acfcrcf f cit^ a c* 


accctgaatg gagtgcagct 


gc cacragg c 


ctgcaatgat 




901 


cractacacrca 


aafcr*rT*fcfcfTfT 


ataacacact 


aaatccaatc 


cgggacaatg 


gtctaatcaa 




961 


t" t* i" r»a r* a t* r* ^ 


etc* fcfcr^jar^/*'^i* 


tagctatggg 


agccggccaa 


gttgatccta 


atcgggcact 




1021 


t rra t c f* t" crcr 1" 


fc fc rf a fc fc fc 5» fc 


aaaccacccc 


acaagattat 


gtgagcctcc 


tctgcactct 




1081 


craac t ticQ.cc 


r*aaaarT*aaa 


tcctgtccat 


tacaagatca 


aaccgttaca 


gctgctccac 


20 


1141 


ccctaatcct 
x^v^Vtf ^^^^ ^ 


era fcffcfcaaffc 


atccttcttt 


tattacttta 


cactacaaca 


caaatgcaac 




1201 


atttcrt tr'acr 


ar't"fcfcfcr'ar^54 


ggactgtgac 


taacgttgga 


ggaagcgcta 


caacttacaa 




1261 


cr crc c aa era t" r" 


a f fc err* fc fc r* 


taggttctgt 


agttagtgtc 


t c ac cagac a 


cattggcctt 




1321 


c acraaacr caor 


t a t era cTf* a CTf 

^y ciy ^ciy v« 


agagctacga 


gctcactatt 


gag u ac aagc 


ctgatggtga 




1381 


agaaactgtt 


t c a 1 1 1 cTCf crcr 
V- ii« ^y y y y 


aacttgtttg 


gattgaagaa 


aa ugggaa u c 


acactgtgag 


25 


1441 


gagccctatt 


acagtgtcac 


cttccatgag 


taactttgtg 


tttatgggta 


cacaataatt 




1501 


gataaaaatt 


tgttctgatc 


acaactgtgg gaataatcga 


cgtttatgaa 


cccagaataa 




1561 


gttgtttggt 


cgtcttcaac 


attatcataa 


aggacttgaa 


tcatgtgtgt 


tgattttctg 




1621 


caaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


aagtactctg 


cgttgatacc 


actgcttgcc 


ctatagtgag 



1681 tcgtattag 
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Les s6quences chevauchantes SEQ. ID. NO. 6 et SEQ. ID. NO. 7 pennettent de ddduire 
la sequence complete de I'ADNc de sequence SEQ. ID. NO. 8 codant pour 
I'het^rocarpine. La sequence SEQ. ID. NO. 8 est reproduite ci-aprds : 

- SEQ. ID. NO. 8 : 

1 ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagtacgcg gggatgcccc 
61 aagctaattc ttatcttttt tctttctttt tgttgttgtt ttgtcaaagc agcaatgagg 
121 tctaggaatg gtgttcttca tttattcctt ttcgttcttg catggcttct gttggcggct 
181 ctccatgcta actcaagttc ggatgagaga tcaacatata tagttcatat ggacaagacc 
241 catatgccca aaaccttctc tagcccccac cattggtact cttcggtcgt tcgatccctc 
301 aagtctacaa agccaaccaa attaaatcgc cgtcgatcct caccacttct tgtatactct 
361 tacgacaatg ctgctcatgg tttcagtgca gttttatctc aacaggaact tgaaactcta 
421 aaaaagtctc caggtttcgt ctcagtttat gccgataaga cagcgacact tgacaccacc 
481 catacacctg aatttctctc cctgaatact gccaacgggt tgtggcctgc ttcaaagtat 
541 ggtgaagata taattgttgg tgttattgac agcggtgtct ggccggagag tgaaagttat 
15 601 aatgatgatg gtatgggcgc tattccaagc agatggaagg gagaatgtga agctggacaa 
661 gagttcaatt cctccatgtg caactcaaag cttattggag ctagatattt cgataagggt 
721 atcattgcgg caaatcctgg gattaacatt agcatgaaat ctgccagaga tactatgggg 
781 catgggactc acacatcctc cacagttgct gggaattatg tggatggcgt ttcattcttt 
841 ggctatgcta aaggtacagc aaaaggagtg gcaccacggg cgagagtggc tatgtacaag 
901 gtcatttttg acgaagggcg ctatgcatct gatgttcttg ccggtatgga cgcggctatt 
961 gctgatggtg ttgatgtaat ttcaatatca atgggatttg atgagacccc gttgtatgaa 
1021 gatcctatag caattgcctc attcgctgct acagagaagg gcgtagtggt ctcatcttca 
1081 gcaggaaatg cagggccagc gctagggagc ttgcacaatg gaatcccatg gacgttaact 
1141 gttgcagctg gaaccattga ccgttcattt gcaggcacta taactcttgg gagtggggaa 
25 1201 accatcattg gatggacaat gttcccagcc agtgcttatg tagcagactt gccactgctt 
1261 tataacaaga cttactctgc atgcaactca actcgattat tatctcaact ccgaactgac 
1321 gccatcatcg tatgcgaaga agctgaagat tcggtatctg agcaaatatc tgttgtcagt 
1381 gcatcgaaca ttcggggagc catatttgtt tcagattatg atgctgaatt atttgaactt 



20 
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1441 




c t.dL. uyy 


i-gtcgcgacu 


agcaccaagg 


atgcaccggc 


tgtgatcagc 


1501 




di»^du>y uydd 


dccuaaggca 


agcaccaagc 


tccaacaaac 


tgttctgggc 


1561 




odVi. Cdy V.' try I. 


yycuuucuac 


acttctagag 


gtccgtcacc 


gagctatcca 


1621 


Qcrca t r* i" t" a a 


d^ ^.r^oy d L«d u 


dduggccccc 


gggtcactag 


tttttgctgc 


ttggattcca 


1681 




CdyCCCdddC 


tggtttgaat 


accctcttga 


caagtgaata caatatggtt 


1741 


t* r* 1~ rrfra a a t* 


Cdd^yyc^ccy 


^> 4^ ^ 4* ^^.^hA ^ 

cccuCdugcc 


gctggtgtag 


c terete tec ti 


ddy y y y V*. d 


1 ftm 


u>cii.«^v« uy 


yydyCyCdyC 


tgctattagg 


tctgcaatga 


tcfactacacrc 


aaa t c f t" i" rr 




^ a s M A s 


taaatccaat: 


ccgggacaat 


ggtctaatca 


atttcacatc 


wy w i« w wdwv^ \^ 


1 Q91 


■1" 4" a KT/^ ^ a 4— t^r^ 

L. u a.y C L. a. u y y 


gagccggcca 


agttgatcct 


aatcgggcac 


ttcratcctcrcr 


1 1 tcra 1 1- 1" a i- 
^ ^ u*y d w i« <..d L> 


1 QR1 

X270 J. 


A S S ^ s r^^^^^ 

ya.aa.CCa,CCC 


c acaa.ga 1 1 a 


tgtgagcctc 


ctctgcactc 


tcraacttcac 


WVavddddW^dd 






4* 4* o A ^ A ^ 

uudCdaydUC 


aaaccg t tac 


agctgctcca 


cecctaatec 


^ rra ^ o ^ 5» 
i^y d L.Vi« i,« L-dd^ 


2101 




UUdU UdCCCU 


acac t acaac 


acaaabgcaa 


catttgttca 


gacttttcac 


^ X u X 


dy y i^y uy d 


C udacy u Cyy 


aggaagcgct 


acaacttaca 


aggccaagat 


cactgctcct 


9991 


V- uciyy uC uy 


UdyUUdyCyC 


ctcaccagac 


acattggcct 


tcagaaagca 


gtatgagcag 


99ft1 
£ ^ ox 


^dy dy c udcy^ 


dyCCCdCCaC 


t:gagtacaag 


cctgatggtg 


aagaaactgt 


ttcatttggg 


9*^ A1 


ycidv- u t.y u 


y y ac uy aaga 


aaatgggaat 


cacactgtga 


ggagccctat 


tacagtgtca 


2401 


cct tccatcra 


y i^ddw w i« ^y 


Oft" 4" 4" 4" rrr^f^ I- 

y uu udcgggu 


acacaataat 


tgataaaaat 


ttgttctgat 


24,61 


cacaactgtg 


ggaataatcg 


acgtttatga 


acccagaata 


agttgtttgg 


tcgtcttcaa 


2521 


cattatcata 


aaggacttga 


atcatgtgtg 


ttgattttct 


gcaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


2581 


aaagtactct 


gcgttgatac 


cactgcttgc 


cctatagtga 


gtcgtattag 




Dans 


la sequence SEQ. ID. NO. 


8, I'on observe une phase 


ouverte de lecture avec la 



pr6sence d'un codon initiateur (ATG) codant pour une methionine initiatrice en position 
115 et d'un codon stop (UAA) en position 2437. Le polynucleotide contenant la 
sequence codant pour Theterocarpine correspond k la sequence SEQ. ID, NO. 9, 
25 reproduite ci-apres : 

- SEQ. ID. NO. 9 : 

1 atgaggtctia ggaatggtgt tcttcattta ttccttttcg ttcttgcatg gcttctgttg 
61 gcggctctcc atgctaactc aagttcggat gagagatcaa catatatagt tcatatggac 
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121 aagacccata tgcccaaaac cttctctagc ccccaccatt ggtactcttc ggtcgttcga 
181 tccctcaagt ctacaaagcc aaccaaatta aatcgccgtc gatcctcacc acttcttgta 
241 tactcttacg acaatgctgc tcatggtttc agtgcagttt tatctcaaca ggaacttgaa 
301 actctaaaaa agtctccagg tttcgtctca gtttatgccg ataagacagc gacacttgac 
5 361 accacccata cacctgaatt tctctccctg aatactgcca acgggttgtg gcctgcttca 
421 aagtatggtg aagatataat tgttggtgtt attgacagcg gtgtctggcc ggagagtgaa 
481 agttataatg atgatggtat gggcgctatt ccaagcagat ggaagggaga atgtgaagct 
541 ggacaagagt tcaattcctc catgtgcaac tcaaagctta ttggagctag atatttcgat 
601 aagggtatca ttgcggcaaa tcctgggatt aacattagca tgaaatctgc cagagatact 
0 661 atggggcatg ggactcacac atcctccaca gttgctggga attatgtgga tggcgtttca 
721 ttctttggct atgctaaagg tacagcaaaa ggagtggcac cacgggcgag agtggctatg 
781 tacaaggtca tttttgacga agggcgctat gcatctgatg ttcfctgccgg tatggacgcg 
841 gctattgctg atggtgttga tgtaatttca atatcaatgg gatttgatga gaccccgttg 
901 tatgaagatc ctatagcaat tgcctcattc gctgctacag agaagggcgt agtggtctca 
5 961 tcttcagcag gaaatgcagg gccagcgcta gggagcttgc acaatggaat cccatggacg 
1021 ttaactgttg cagctggaac cattgaccgt tcatttgcag gcactataac tcttgggagt 
1081 ggggaaacca tcattggatg gacaatgttc ccagccagtg cttatgtagc agacttgcca 
1141 ctgctttata acaagactta ctctgcatgc aactcaactc gattattatc tcaactccga 
1201 actgacgcca tcatcgtatg cgaagaagct gaagattcgg tatctgagca aatatctgtt 
0 1261 gtcagtgcat cgaacattcg gggagccata tttgtttcag attatgatgc tgaattattt 
1321 gaacttggtg gtgtgactat tcctggtgtc gtgattagca ccaaggatgc accggctgtg 
1381 atcagctacg ccagcaatga tgtgaaacct aaggcaagca tcaagttcca acaaactgtt 
1441 ctgggcacaa agcctgcacc agccgtggct ttctatactt ctagaggtcc gtcaccgagc 
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1501 tatccaggca tcttaaagcc agatataatg gcccctgggt cactagtttt tgctgcttgg 

1561 attccaaata ctgctacagc ccaaattggt ttgaataccc tcttgacaag tgaatacaat 

1621 atggtttctg gaacatcaat ggcctgccct catgctgctg gtgtagctgc tctccttaag 

1681 ggcgcacacc ctgaatggag tgcagctgct attaggtctg caatgatgac tacagcaaat 

5 1741 cccttggata acacactaaa tccaatccgg gacaatggtc taatcaattt cacatctgct 

1801 tcacctttag ctatgggagc cggccaagtt gatcctaatc gggcacttga tcctggtttg 

1861 atttatgaaa ccaccccaca agattatgtg agcctcctct gcactctgaa cttcacccaa 

1921 aaccaaatcc tgtccattac aagatcaaac cgttacagct gctccacccc taatcctgat 

1981 cttaactatc cttcttttat tactttacac tacaacacaa atgcaacatt tgttcagact 

10 2041 tttcacagga ctgtgactaa cgttggagga agcgctacaa cttacaaggc caagatcact 

2101 gctcctctag gttctgtagt tagtgtctca ccagacacat tggccttcag aaagcagtat 

2161 gagcagcaga gctacgagct cactattgag tacaagcctg atggtgaaga aactgtttca 

2221 tttggggaac ttgtttggat tgaagaaaat gggaatcaca ctgtgaggag ccctattaca 

2281 gtgtcacctt ccatgagtaa ctttgtgttt atgggtacac aataa 

15 Au polynucleotide ainsi traduit correspond une proteine de sequence SEQ. ID. NO. 10, 
compos^e de 774 acides amines et reproduite ci-apres : 

- SEQ. ID. NO. 10 : 

iMRSRNGVLHLPIiFVLAWIiDIiAArjHANSS SD 
31ERSTYIVHMDKTHMPKTFSSPHHWYSSVVR 
20 eiSLKSTKPTKIiNRRRSSPLLVYSYDNAAHGF 
9lSAVIiSQQELETI,KKSPGFVSVYADKTATI,D 
121 TTHTPEFIiSLNTANGLWPASKYGEDI IVGV 
151 IDSGVWPESESYNDDGMGAIPSRWKGECEA 
181 GQEFNSSMCNSKLIGARYPDKGIIAANPGI 
^5 211 NISMKSARDTMGHGTHTSSTVAGNYVDGVS 
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Exemple 2 ; preparation de PADNc complet codant pour rheterocarpine pour 
20 une production d'heterocarpine recombinante ; 

2. 1) J^^repamtigjid^ 

Les cellules en culture sent conserves k SO'' C avant les etapes d'extraction des ARNs 
totaux. L'extraction des ARNs totaux est basee sur une technique d6crite dans la 
litt6rature scientifique (Chomczynski et Sacchi, Anal Biochem. (1987), 162, 156) a 
25 I'aide du rdactif Trizol (Gibco/BRL). La qualite des AKNs ainsi extraits est analys6e sur 
gel d'agarose 1 % en presence de bromure d'6thidium. 
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2.2) JlmM{ailttiQnJmfer?e,d^^^ 

Les ARNs totaux sont transcrits de manidre inverse avec des amorces Oligo(dT) en 
utilisant la transcriptase inverse Superscript® comme sugg6re dans le manuel du 
febricant (Gibco/BRL). 

L'amplification de I'ADNc de I'h^terocarpine a ete realis6e par r6action de 
polymerisation en chaine (PGR) sur les produits de la transcription inverse en utilisant 
Tamorce Fwd2 et Rev2 de s6quences respectives SEQ. ID. NO. 1 1 et SEQ. ID. NO. 12. 

10 Les sequences SEQ. ID. NO. 1 1 et SEQ. ID. NO. 12 sont les suivantes : 
-SEQ. ID. NO. 11 : 

5'-GGG GGA TCC GAG GTC TAG GAA TGG TGT TOT TCA-3' 
- SEQ. ID. NO. 12 : 

5 '-GGG CTC GAG TTG TGT ACC CAT AAA CAC AAA GTT ACT CAT GG-3 ' 

15 L'amorce Fwd2 correspond aux nucleotides 118 a 140 de SEQ. ID. NO. 8 et inclut un 
site BamHl (soulign6) et trois nucleotides additionnels en partie 5' pour faciliter le 
clonage. L'amorce Rev2 correspond k la sequence compiementaire de la r6gion 
contenant les nucleotides 2405 k 2436 de SEQ. ID. NO. 8 et inclut un site Xhol 
(souligne) et trois nucleotides additionnels en partie 5' pour faciliter le clonage. 

20 Les conditions de reaction incluent 50 ng des ADNc produits de la reaction de 
transcription inverse decrite ci-dessus, 0,2 jxM de Fwd2 (SEQ. ID. NO, 11) et de Rev2 
(SEQ. ID. NO. 12), 200 ^iM dNTPs, 40 mM Tricine-KOH (pH 8,7), 15 mM KOAc, 
3,5 mM Mg(Oac)2, 3,75 ^ig/ml BSA, 0,005% Tween-20, 0,005% Nonidet-P40, et 0,5 U 
Taq ADN polymerase dans un volume final de 50 ^1. Les reactions de PGR sont 

25 realisees sur un thermocycleur Perkin-Elmer 9700 en utilisant les pararndtres de cycles 
thermiques suivants : 5 cycles comprenant une denaturation k 94 "C pendant 5 s, une 
hybridation des amorces k 72 °C, 5 cycles comprenant une denaturation k 94° C pendant 
5 s, une hybridation des amorces k 70** C pendant 10 s, et une extension de 
polymerisation k 72° C pendant 3 minutes et enfin 25 cycles comprenant une 

30 denaturation k 94° C pendant 5 s, une hybridation des amorces k 68" C pendant 10 s, et 
une extension de polymerisation k 72° C pendant 3 minutes. 
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Les produits obtenus par la PGR sont separes sur gel d' agarose 1% et visualises a Taide 
d'une coloration au bromure d'ethidium. Une bande d'environ 2,3 kb est obtenue. 

La sequence en acides nucleiques du produit de PGR est verifi6e a Taide d'un 
s6quenceur automatique et correspond i la s6quence SEQ. ID.NO. 9 ayant subi 
5 artificiellement une deletion du codon initiateur ATG afin de pennettre Texpression de 
rheterocarpine recombinante a partir du vecteur pQE-TriSystem (Qiagen) en phase 
avec le site BamHl ainsi qu'une deletion du codon stop pour conserver la traduction en 
phase de la prot6ine et ainsi permettre la synthese d'une sequence 8xHis dans la r6gion 
G-terminale de Theterocarpme. Gette sequence correspond a la sequence 
10 SEQ. ID. NO. 13 reproduite ci-apres : 

- SEQ. ID. NO. 13 : 

1 gggggatccg aggtctagga atggtgttct tcatttattc cttttcgttc ttgcatggct 
61 tctgttggcg gctctccatg ctaactcaag ttcggatgag agatcaacat atatagttca 
121 tatggacaag acccatatgc ccaaaacctt ctctagcccc caccattggt actcttcggt 

15 181 cgttcgatcc ctcaagtcta caaagccaac caaattaaat cgccgtcgat cctcaccact 
241 tcttgtatac tcttacgaca atgctgctca tggtttcagt gcagttttat ctcaacagga 
301 acttgaaact ctaaaaaagt ctccaggttt cgtctcagtt tatgccgata agacagcgac 
361 acttgacacc acccatacac ctgaatttct ctccctgaat actgccaacg ggttgtggcc 
421 tgcttcaaag tatggtgaag atataattgt: tggtgttatt gacagcggtg tctggccgga 

20 481 gagtgaaagt tataatgatg atggtatggg cgctattcca agcagatgga agggagaatg 
541 tgaagctgga caagagttca attcctccat gtgcaactca aagcttattg gagctagata 
601 tttcgataag ggtatcattg cggcaaatcc tgggattaac attagcatga aatctgccag 
661 agatactatg gggcatggga ctcacacatc ctccacagtt gctgggaatt atgtggatgg 
721 cgtttcattc tttggctatg ctaaaggtac agcaaaagga gtggcaccac gggcgagagt 

25 781 ggctatgtac aaggtcattt ttgacgaagg gcgctatgca tctgatgttc ttgccggtat 
841 ggacgcggct attgctgatg gtgttgatgt aatttcaata tcaatgggat ttgatgagac 
901 cccgttgtat gaagatccta tagcaattgc ctcattcgct gctacagaga agggcgtagt 
961 ggtctcatct tcagcaggaa atgcagggcc agcgctaggg agcttgcaca atggaatccc 
1021 atggacgtta actgttgcag ctggaaccat tgaccgttca tttgcaggca ctataactct 

10 1081 tgggagtggg gaaaccatca ttggatggac aatgttccca gccagtgctt atgtagcaga 
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WW u ucagaaa 


2161 gcagtatgag 


cagcagagct 


acgagctcac 


tattgagtac 


aagcctgatg 


gtgaagaaac 


2221 tgtttcattt 


ggggaacttg 


tttggattga 


agaaaatggg 


aatcacactg 


tgaggagccc 


2281 tattacagtg 


tcaccttcca 




tgtgtttatg 


ggtacacaac 


tcgagccc 


Cette sequence code pour line 


prot^ine de 


Sequence SEQ. ID, NO. 14 reproduite 


ci-apr6s : 












1 M A I S 


R E Ii V D P 


R S R N G 


V L H L F L 


F V Ij A W 


Ii Ii Ii A 


31 A L H A 


N S S S D E 


R S T Y I 


V H M D K T 


H M P K T 


F S S P 


61 H H W Y 


S S V V R S 


L K S T K 


P T K L N R 


R R S S P 


Ii Ii V Y 


91 S Y D N 


A A H G F S 


A V Ii S Q 


Q E L E T Ii 


K K S P G 


F V S V 


121 Y A D K 


T A T L D T 


T H T P E 


F I, S L N T 


A N G D W 


P A S K 


151 Y G E D 


I I V G V I 


D S G V W 


P E S E S Y 


N D D G M 


G A I P 


181 S R W K 


G E C E A G 


Q E F N S 


S M C N S K 


Ii 1 G A R 


Y F D K 


211 G I I A 


A N P G I N 


I S M K S 


A R D T M G 


H G T H T 


S S T V 



241AGNYVDGVSFFGYAKGTAKGVAPRARVAMY 



wo 2004/063376 



-38- 



PCT/FR2003/003629 



271 


K 


V 


I 


F 


D 


E 


G 


R 


Y 


A 


s 


D 


V 


L 


A 


G 


M 


D 


A 


A 


I 


A 


D 


G 


V 


D 


V 


I 


s 


I 


301 


S 


M 


G 


F 


D 


E 


T 


P 


L 


Y 


E 


D 


P 


I 


A 


I 


A 


S 


F 


A 


A 


T 


E 


K 


G 


V 


V 


V 


s 


S 


331 


S 


A 


G 


N 


A 


G 


P 


A 


L 


G 


S 


L 


H 


N 


G 


I 


P 


W 


T 


Ii 


T 


V 


A 


A 


G 


T 


I 


D 


R 


s 


361 


F 


A 


G 


T 


I 


T 


Xi 


G 


S 


G 


E 


T 


I 


I 


G 


W 


T 


M 


F 


P 


A 


S 


A 


Y 


V 


A 


D 


L 


P 


L 


391 


li 


Y 


N 


K 


T 


Y 


s 


A 


C 


N 


S 


T 


R 


Ii 


L 


s 


Q 


li 


R 


T 


D 


A 


I 


I 


V 


C 


E 


E 


A 


£ 


421 


D 


S 


V 


S 


E 


Q 


I 


S 


V 


V 


S 


A 


S 


N 


I 


R 


G 


A 


I 


F 


V 


S 


D 


Y 


D 


A 


E 


L 


F 


E 


451 


Ii 


6 


G 


V 


T 


I 


p 


G 


V 


V 


I 


S 


T 


K 


D 


A 


P 


A 


V 


I 


S 


Y 


A 


S 


N 


D 


V 


K 


P 


K 


481 


A 


S 


I 


K 


F 


Q 


Q 


T 


V 


r# 


G 


T 


K 


P 


A 


P 


A 


V 


A 


F 


Y 


T 


S 


R 


G 


P 


S 


P 


S 


Y 


511 


P 


6 


I 


L 


K 


P 


D 


I 


M 


A 


P 


G 


S 


L 


V 


P 


A 


A 


W 


I 


P 


N 


T 


A 


T 


A 


Q 


I 


G 


L 


541 


N 


T 


It 


L 


T 


S 


E 


Y 


N 


M 


V 


S 


G 


T 


S 


M 


A 


C 


P 


H 


A 


A 


G 


V 


A 


A 


Ii 


L 


K 


G 


571 


A 


H 


P 


E 


W 


S 


A 


A 


A 


I 


R 


S 


A 


M 


M 


T 


T 


A 


N 


P 


L 


D 


N 


T 


L 


N 


P 


I 


R 


D 


601 


N 


G 


L 


I 


N 


F 


T 


S 


A 


s 


P 


L 


A 


M 


G 


A 


G 


Q 


V 


D 


P 


N 


R 


A 


L 


D 


P 


G 


Ii 


I 


631 


Y 


E 


T 


T 


P 


Q 


D 


Y 


V 


s 


L 


L 


C 


T 


L 


N 


F 


T 


Q 


N 


Q 


I 


L 


S 


I 


T 


R 


S 


N 


R 


661 


Y 


S 


C 


S 


T 


P 


N 


P 


D 


II 


N 


Y 


P 


S 


F 


I 


T 


L 


H 


Y 


N 


T 


N 


A 


T 


F 


V 


Q 


T 


F 


691 


H 


R 


T 


V 


T 


N 


V 


G 


G 


s 


A 


T 


T 


Y 


K 


A 


K 


I 


T 


A 


P 


Ii 


G 


S 


V 


V 


S 


V 


S 


P 


721 


D 


T 


li 


A 


F 


R 


K 


Q 


Y 


E 


Q 


Q 


S 


Y 


E 


L 


T 


I 


E 


Y 


K 


P 


D 


G 


E 


E 


T 


V 


S 


F 


751 


G 


E 


L 


V 


W 


I 


E 


E 


N 


G 


N 


H 


T 


V 


R 


S 


P 


I 


T 


V 


S 


P 


S 


M 


S 


N 


F 


V 


F 


M 


781 


G 


T 


Q 


L 


K 


H 


H 


H 


H 


H 


H 


H 


H 





































Exemple 3 : Droduction d^heterocarpine recombinante par des bacteries : 

20 La partie de T ADNc codant pour rh6terocarpme est inser6e aux sites BamHl/Xhol du 
vecteur d'expression pQE-TriSystem (Qiagen) et est exprime en utilisant les bacteries 
E. coli M15 comme bacteries botes. 20 ml de milieu LB contenant 100 jig/ml 
d'ampicilline et 25 ^ig/ml de kanamycine sent inocxiles et les bacteries mises a 37 ""C 
sous agitation pendant 12 h. A partir de cette culture, 1 litre de milieu LB contenant 

25 100 ^ig/ml d'ampicilline et 25 |Lig/ml de kanamycine est inocul6 et les bacteries sont 
mises sous agitation a 37 jusqu'a I'obtention d'une densite optique k 600 nm de 0,6. 

L*expression de rh6t6rocarpine recombinante est r6alisee par I'addition d'IPTG k la 
concentration iBnale de 1 mM pendant 4 i 5 h. Les bact6ries sont ensuite recuper6es par 
centrifugation a 4000xg pendant 20 min puis congel6es dans Tazote liquide. Le culot est 

30 ensuite decongele dans la glace pendant 15 min et suspendu dans un tampon de lyse pH 
8,0 compose de 50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl et 10 mM imidazole en presence de 
1 mg/ml de lyso2yme pendant 30 min dans la glace. La lyse est finalement compl^tee 
par une 6tape de sonication et les debris elimin6s par centrifugation. Le lysat (4 ml) 
ainsi clariJBe est m61ang6 avec 1 ml d'une suspension de matrice de nickel et mis en 

35 agitation a 4 °C pendant 60 min. L'ensemble du milieu reactionnel est place dans ime 
colonne, lave en presence de 50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl et 20 mM imidazole. 
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L'h6t6rocarpme est fmalement elu6e avec 4x 0,5 ml de tampon coiistitu6 de 50 mM 
NaH2P04, 300 mM NaCl et 250 mM imidazole. 

Exemple 4 i production d'Heteroc arpine recombinante par des cellules d'insectfcs 
infect^es par le baculovirus : 

5 La partie de I'ADNc codant pour l'H6t6rocarpine est ins6r6e aux sites BamHl/Xhol du 
vecteur d'expression pQE-TriSystem (Qiagen). Le vecteur pQE-TriSystem contient les 
sequences virales de Autogrqpha California nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) 
pennettant la recombinaison homologue. Le baculovirus recombinant contenant la 
sequence de I'het^rocarpine est prepare par cc-transfection du vecteur pQE-TriSystem 

10 avec I'ADN Iin6aris6 g6nomique du baculovirus dans des cellules d'insecte s© ou sf21 
6tablies k partir de tissus ovarien de la larve Spodoptera frugiperda. Les cellules 
transfecttes sont lav6es avec du tampon phosphate et coUectees par centrifugation k 
lOOOxg pendant 5 min. Le culot est suspendu dans un tampon de lyse pH 8,0 compose 
de 50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl et 10 mM imidazole. La lyse est fmallement 

15 compl6t6e par une 6t^e de sonication et les d6hris 61imin^ par centrifugation. Le lysat 
(4 ml) ainsi clarifi6 est m61ang6 avec 200 ^il d*une suspension de matrice de nickel et 
mis en agitation kA^C pendant 60 min. L'ensemble du milieu r6actionnel est plac6 dans 
une colonne, lav6 en pr6sence de 50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl et 20 mM imidazole. 
L'h6t6rocarpine est finalement 61u6e avec 4x 0,5 ml de tampon constitu6 de 50 mM 

20 NaH2P04, 300 mM NaCl et 250 mM imidazole. 

Exemple 5: productioii d*Het6roc arpine recombinante par des cellules de 
mammifferes ♦ 

La partie de I'ADNc codant pour l'het6rocarpine est ins6r6e aux sites BamHl/Xhol du 
vecteur d'expression pQE-TriSystem (Qiagen). Le vecteur pQE-TriSystem contient les 

25 s6quraces activatrices du (^omegalovirus (CMV) fusionn6es au promoteur beta-actine 
de poulet permettant une expression hdt^rologue trds importante. Des cellules humaines 
embiyonnaires de rein (HEK-293) sont cultiv6es dans du miUeu DMEM (milieu de 
Eagle modifi6 par Dulbeco) contenant 100 U/ml de p6nicilline et 100 ng/ml de sulfete 
de streptomydne, compl6ment6e avec du s6rum de veau foetal k 10%. Les cellules sont 

30 sous-cultiv6es 24 h avant le protocole de transfection pennettant un m6tabolisme 
normal des cellules et une meilleure efl5cacit6 de transfection. La transfection de 1 jig 
de pQE-TriSystem contenant I'ADNc codant pour I'hdtdrocarpine a 6t6 r6alis6e en 
utilisant le r^actif Effectene® selon les recommandations du febricant (Qiagen). 
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Les cellules transfectees sont lav^es avec du tampon phosphate et coUectees par 
centrifugation a lOOOxg pendant 5 min. Le culot est suspendu daos un tampon de lyse 
pH 8,0 compos6 de 50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole en presence de 
0,05% Tween® 20. La lyse est fmalement completee par une etape de sonication et les 
5 d6bris elimines par centrifugation. Le lysat (4 ml) ainsi clarifi6 est melange avec 200 jil 
d'une suspension de matrice de nickel et mis en agitation k 4°C pendant 60 min. 
L'ensemble du milieu rSactionnel est plac6 dans ime colonne, lav6 en presence de 
50mMNaH2PO4, 300 mMNaCl et 20 mM imidazole. L*h6t6rocarpine est finalement 
61u6e avec 4x 0,5 ml de tampon constitu6 de 50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl et 
10 250 mM imidazole. 

Exemole 6 : mesure de la liaison au recepteur humain a GHRH : 

Transfections stables du recepteur humain a GHRH (hGHRH-R) : 

Les cellules humaines embryonnaires de reins, HEK-293, (une lign6e cellulaire 
d6velopp6e par le Dr. Stuart Sealfon, Mount Sinai Medical School, New York, New 
15 York) exprimant de manidre stable le recepteur hiraiain h GHRH ont ete obtenues du 
Dr. Kelly Mayo (Northwestern University, Chicago, IL). 

Culture cellulaire et preparation membranaire : 

Les cellules HEK-293 transfectees de manidre stable avec le r6cepteur humam k GHRH 
d6crites ci-dessus sont cultiv6es en DMEM (milieu de Eagle modifi6 par Dulbecco, 

20 forte teneur en glucose ; foumi par Life technologies) suppl6mente avec 0,4 mg/ml de 
G418 (Life technologies) en presence de 10 % de s6rum de veau foetal et de 4 mM de 
L-glutamine (Life technologies). Les cellules sont homogen6isees dans le tampon A 
contenant 50 mM HEPES (pH 7,4), 5 mM de chlorure de magnesium (MgCb), 2 mM 
d'acide ethylteeglycol-bis(2-amino-6thyl)-N,N,N',N'-t6traacetique (EGTA) et 50 ^g/ml 

25 de bacitracine puis sont soumises a sonication dans le meme tampon A. Les cellules 
ainsi homogen6is6es sont centrifiigees a 4° C a 39 000 g pendant 10 minutes, 
suspendues dans le tampon A et re-centrifixgees a 4° C a 40 000 g pendant 10 minutes. 
Les proteines totales membranaires sont quantifiees par la technique de Bradford. Les 
membranes culottees sont ainsi stockees k -80° C pour \me utilisation idterieure. 

30 Test de liaison competitive sur hGHRH-R : 

Les membranes des cellules HEK-293 transfectees de manidre stable avec le recepteur 
humain k GHRH sont diluees a la concentration de 100 \xg/ml dans le tampon 
r6actionnel contenant 50 mM HEPES (pH 7,4), 5 mM de MgCl2, 2 mM d'EGTA, 
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50 |ag/ml de bacitracine et 0,5 % d'albumine de serum bovin (BSA). Les membranes 
sont incubees avec 0,05 nM de [*^^I]GHRH(l-44 amide) (Amersham) dans im volxime 
final de 200 \il en presence de concentrations croissantes d'heterocarpine pendant 
2 henres a 23^ C. La r6action est arretee par une filtration rapide sur des filtres 96 puits 

5 GF/C pr6-charges k 0,1 % en polyethyl&iimine. Les filtres sont ensuite lav6s trois fois a 
4^ C avec du tampon de lavage contenant 50 mM Tris (pH 7,4) en utilisant une station 
de filtration Packard 96 puits. Les filtres ainsi s^ch6s sont submerges de 20 ^il de 
cocktail scintillant (Microscint O, Packard) et sont somnis k un comptage sur le 
Topcount (Packard). L*activite non-sp6cifique est d6termin6e en presence de 100 nM de 

10 hGHRH. Une courbe dose-reponse est g6ner6e pour hGHRH (0,001 nM-100 nM) et 
permet de determiner la concentration inhibitrice CIso de protSine / de polypeptide k 
laquelle 50% du GHRH humain n'est pas fixe sur le r6cepteur humain k GHRH. 
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Revendications 



1. Polynucleotide isol6 comprenant la sequence SEQ. ID. NO. 8 ou un de ses fragments. 

2, Polynucleotide isole selon la revendication 1, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
polynucleotide de s6quence SEQ. ID. NO. 8. 

5 3. Polynucleotide isol6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
polynucleotide de sequence SEQ. ID. NO. 9. 

4. Polynucleotide de sequence SEQ. ID. NO. 4, SEQ. ID. NO. 5, SEQ. ID. NO. 11 ou 
SEQ. ID. NO. 12. 

5. Polynucleotide de sequence SEQ. ID. NO. 13. 

10 6. Polypeptide isol6 comprenant la sequence SEQ. ID. NO. 14 ou un de ses fragments. 

7. Polypeptide isole selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
polypeptide de sequence SEQ. ID. NO. 14. 

8. Vecteur d'expression contenant un polynucleotide de sequence SEQ. ID. NO. 13. 

9. Cellule hote transformee ou transfectee par xm vecteur d'expression selon la 
15 revendication 8. 

10. Precede de preparation d'un polypeptide isoie comprenant la proteine cod6e par la 
sequence polyuucieotidique SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ. ID. NO. 13 ou un des fragments 
de cette demi^re ou bien par ime sequence compiementaire de la sequence 
polynucieotidique SEQ. ID. NO. 9 ou un des fragments de cette demiere, ledit 

20 polypeptide isoie ayant au moins une activite immimologique et/ou biologique 
caracteristique caracteristique d'une proteine fixant le GHRH himiain et etant associee a 
la modulation de la proliferation cellulaire, ladite methode de preparation comprenant 
les etapes successives suivantes : 

(a) culture, dans des conditions convenables pour obtenir Texpression dudit polypeptide 
25 d'une cellule bote transformee ou transfectee avec un vecteur d' expression comprenant 
un polynucleotide isoie comprenant la sequence polynucieotidique SEQ. ID. NO. 9 ou 
SEQ. ID. NO. 13, la sequence compiementaire a la sequence polynucieotidique 
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SEQ. ID. NO. 9 ou SEQ, ID. NO. 13 ou encore un des fragments de ces demidres, ledit 
polypeptide isol6 ayant au moins une activity immunologique et/ou biologique 
caract&istique d'uue proteine fixant le GHRH humain et etant associee k la modulation 
de la proliferation cellulaire, et 

5 (b) isolement du polypeptide k partir des cultures de cellules hotes. 

11. Anticoips ou fragment de liaison de I'antig&ie de celui-ci, qui fixe sp6cifiquement 
la prot6ine de sequence SEQ. ID. NO. 14 mais pas la prot6ine de sequence 
SEQ. ID. NO. 10. 

12. En tant que medicament, un polynucleotide selon I'une des revendications 1^3. 
10 13. En tant que medicament, un polypeptide selon la revendication 6 ou 7. 

14. Composition pharmaceutique comprenant, k titre de principe acti^ un 
polynucleotide selon I'une des revendications I k3. 

15. Composition pharmaceutique comprenant, k titre de principe actif, un polypeptide 
selon la revendication 6 ou 7. 

15 16. Utilisation d'un polynucleotide selon I'une des revendications 1 k3 pour preparer 
un medicament destine h traiter une maladie proliferative. 

17. Utilisation d'un polypeptide selon la revendication 6 ou 7 pour preparer un 
medicament destine k traiter une maladie proliferative. 

18. Methode pour 1' identification de composes susceptibles de fixer le GHRH humain 
20 et de moduler la proliferation cellulaire, laquelle comprend les etapes successives 

suivantes : 

(a) mise en contact de chaque compose candidat, dans des conditions et pendant un 
temps sufiEisant pour permettre k Tagent candidat de se fixer au polypeptide, avec un 
polypeptide isoie comprenant : 

25 - soit un fragment de la proteine codee par la sequence polynucl6otidique 

SEQ. ID. NO. 9 ou par une sequence compiementaire de la sequence 
polynucieotidique SEQ. ID. NO. 9, 

■ soit un fiagmait de la proteine cod6e par la sequence polynucieotidique 

SEQ. ID. NO. 13 ou par une sequence compiementaire de la sequence 
30 polynucieotidique SEQ. ID. NO. 13, 
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ledit polypeptide isole ayant au moins une activite immimologique et/ou biologique 
caracteristique d'une proteine fixant le GHRH humain et etant associee k la modulation 
de la prolif6ration cellulaire, et 

(b) detection de la fixation de chaque compose candidat audit polypeptide et 
5 identification, panni les composes candidats, des composes susceptibles de fixer le 
GHRH humain et de moduler la proliferation cellulaire. 
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RS 331 PCT - Patent! n sequence listing.txt 
SEQUENCE LISTING 

<110> SOCIETE DE CONSEILS DE RECHERCHES ET D ' APPLICATIONS SCIENTIFIQUES 
CS.C.R.A.S.) 

<120> Precede de preparation d'heterocarpine recombi nante 

<130> RS 331 PCT 

<150> FR 02/15563 
<151> 2002-12-10 

<160> 14 

<170> patentin version 3.1 

<210> 1 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Pilocarpus Heterophyllus (fragment peptidique) 
<400> 1 

Lys Leu lie Gly Ala Arg Tyr Phe Asp Lys 
15 10 

<210> 2 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Pilocarpus Heterophyllus (fragment peptidique) 
<400> 2 

Tyr Gly Glu Asp He He val Gly Val He Asp Ser Gly Val 
15 10 

<210> 3 
<211> 6 
<212> PRT 
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RS 331 PCT - Patent! n sequence listing.txt 
<213> Pilocarpus Heterophyllus (fragment peptidique) 



<400> 3 

Pro Glu ser Glu Ser Tyr 
1 5 



<210> 4 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Amorce pour produits d'ADNc specifiques 5* 
<400> 4 

tccaagcagc aaaaactagt gacccagggg ccattatatc t 41 



<210> 


5 


<211> 


38 


<212> 


DNA 


<213> 


Arti f i ci a1 



<220> 

<223> Amorce pour produits d*ADNc specifiques 3' 
<400> 5 

cggtatggac gcggctattg ctgatggtgt tgatgtaa 38 

<210> 6 
<211> 1675 
<212> DNA 

Pilocarpus Heterophyllus (fragment d'ADNc 5' de 1 '/VDNc codant pour 
1 het6rocarpi ne) 



<400> 6 

ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagtacgcg gggatgcccc 60 

aagctaattc ttatcttttt tctttctttt tgttgttgtt ttgtcaaagc agcaatgagg 120 

tctaggaatg gtgttcttca tttattcctt ttcgttcttg catggcttct gttggcggct 180 

ctccatgcta actcaagttc ggatgagaga tcaacatata tagttcatat ggacaagacc 240 

catatgccca aaaccttctc tagcccccac cattggtact cttcggtcgt tcgatccctc 300 
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aagtctacaa agccaaccaa attaaatcgc cgtcgatcct caccacttct tgtatactct 360 

tacgacaatg ctgctcatgg tttcagtgca gttttatctc aacaggaact tgaaactcta 420 

aaaaagtctc caggtttcgt ctcagtttat gccgataaga cagcgacact tgacaccacc 480 

catacacctg aatttctctc cctgaatact gccaacgggt tgtggcctgc ttcaaagtat 540 

ggtgaagata taattgttgg tgttattgac agcggtgtct ggccggagag tgaaagttat 600 

aatgatgatg gtatgggcgc tattccaagc agatggaagg gagaatgtga agctggacaa 660 

gagttcaatt cctccatgtg caactcaaag cttattggag ctagatattt cgataagggt 720 

atcattgcgg caaatcctgg gattaacatt agcatgaaat ctgccagaga tactatgggg 780 

catgggactc acacatcctc cacagttgct gggaattatg tggatggcgt ttcattcttt 840 

ggctatgcta aaggtacagc aaaaggagtg gcaccacggg cgagagtggc tatgtacaag 900 

gtcatttttg acgaagggcg ctatgcatct gatgttcttg ccggtatgga cgcggctatt 960 

gctgatggtg ttgatgtaat ttcaatatca atgggatttg atgagacccc gttgtatgaa 1020 

gatcctatag caattgcctc attcgctgct acagagaagg gcgtagtggt ctcatcttca 1080 

gcaggaaatg cagggccagc gctagggagc ttgcacaatg gaatcccatg gacgttaact 1140 

gttgcagctg gaaccattga ccgttcattt gcaggcacta taactcttgg gagtggggaa 1200 

accatcattg gatggacaat gttcccagcc agtgcttatg tagcagactt gccactgctt 1260 

tataacaaga cttactctgc atgcaactca actcgattat tatctcaact ccgaactgac 1320 

gccatcatcg tatgcgaaga agctgaagat tcggtatctg agcaaatatc tgttgtcagt 1380 

gcatcgaaca ttcggggagc catatttgtt tcagattatg atgctgaatt atttgaactt 1440 

ggtggtgtga ctattcctgg tgtcgtgatt agcaccaagg atgcaccggc tgtgatcagc 1500 

tacgccagca atgatgtgaa acctaaggca agcatcaagt tccaacaaac tgttctgggc 1560 

acaaagcctg caccagccgt ggctttctat acttctagag gtccgtcacc gagctatcca 1620 
ggcatcttaa agccagatat aatggcccct gggtcactag tttttgctgc ttgga . 1675 

<210> 7 
<211> 1689 
<212> DNA 

Pilocarpus Heterophyll us Cfragment d'ADNc 3' de 1 "adnc codant pour 
I heterocarpine) 

<400> 7 

cggtatggac gcggctattg ctgatggtgt tgatgtaatt tcaatatcaa tgggatttga 60 

tgagaccccg ttgtatgaag atcctatagc aattgcctca ttcgctgcta cagagaaggg 120 

cgtagtggtc tcatcttcag caggaaatgc agggccagcg ctagggagct tgcacaatgg 180 

aatcccatgg acgttaactg ttgcagctgg aaccattgac cgttcatttg caggcactat 240 
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aactcttggg agtggggaaa ccatcattgg atggacaatg ttcccagcca gtgcttatgt 300 

agcagacttg ccactgcttt ataacaagac ttactctgca tgcaactcaa ctcgattatt 360 

atctcaactc cgaactgacg ccatcatcgt atgcgaagaa gctgaagatt cggtatctga 420 

gcaaatatct gttgtcagtg catcgaacat tcggggagcc atatttgttt cagattatga 480 

tgctgaatta tttgaacttg gtggtgtgac tattcctggt gtcgtgatta gcaccaagga 540 

tgcaccggct gtgatcagct acgccagcaa tgatgtgaaa cctaaggcaa gcatcaagtt 600 

ccaacaaact gttctgggca caaagcctgc accagccgtg gctttctata cttctagagg 660 

tccgtcaccg agctatccag gcatcttaaa gccagatata atggcccctg ggtcactagt 720 

ttttgctgct tggattccaa atactgctac agcccaaatt ggtttgaata ccctcttgac 780 

aagtgaatac aatatggttt ctggaacatc aatggcctgc cctcatgctg ctggtgtagc 840 

tgctctcctt aagggcgcac accctgaatg gagtgcagct gctattaggt ctgcaatgat 900 

gactacagca aatcccttgg ataacacact aaatccaatc cgggacaatg gtctaatcaa 960 

tttcacatct gcttcacctt tagctatggg agccggccaa gttgatccta atcgggcact 1020 

tgatcctggt ttgatttatg aaaccacccc acaagattat gtgagcctcc tctgcactct 1080 

gaacttcacc caaaaccaaa tcctgtccat tacaagatca aaccgttaca gctgctccac 1140 

ccctaatcct gatcttaact atccttcttt tattacttta cactacaaca caaatgcaac 1200 

atttgttcag acttttcaca ggactgtgac taacgttgga ggaagcgcta caacttacaa 1260 

ggccaagatc actgctcctc taggttctgt agttagtgtc tcaccagaca cattggcctt 1320 

cagaaagcag tatgagcagc agagctacga gctcactatt gagtacaagc ctgatggtga 1380 

agaaactgtt tcatttgggg aacttgtttg gattgaagaa aatgggaatc acactgtgag 1440 

gagccctatt acagtgtcac cttccatgag taactttgtg tttatgggta cacaataatt 1500 

gataaaaatt tgttctgatc acaactgtgg gaataatcga cgtttatgaa cccagaataa 1560 

gttgtttggt cgtcttcaac attatcataa aggacttgaa tcatgtgtgt tgattttctg 1620 

caaaaaaaaa aaaaaaaaaa aagtactctg cgttgatacc actgcttgcc ctatagtgag 1680 

tcgtattag Iggg 

<210> 8 
<211> 2630 
<212> DNA 

<213> Pilocarpus Heterophy11us CADNc codant pour Th6t6rocarpine) 
<400> 8 

ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagtacgcg gggatgcccc 60 

aagctaattc ttatcttttt tctttctttt tgttgttgtt ttgtcaaagc agcaatgagg 120 

tctaggaatg gtgttcttca tttattcctt ttcgttcttg catggcttct gttggcggct 180 
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ctccatgcta actcaagttc ggatgagaga tcaacatata tagttcatat ggacaagacc 240 

catatgccca aaaccttctc tagcccccac cattggtact cttcggtcgt tcgatccctc 300 

aagtctacaa agccaaccaa attaaatcgc cgtcgatcct caccacttct tgtatactct 360 

tacgacaatg ctgctcatgg tttcagtgca gttttatctc aacaggaact tgaaactcta 420 

aaaaagtctc caggtttcgt ctcagtttat gccgataaga cagcgacact tgacaccacc 480 

catacacctg aatttctctc cctgaatact gccaacgggt tgtggcctgc ttcaaagtat 540 

ggtgaagata taattgttgg tgttattgac agcggtgtct ggccggagag tgaaagttat 600 

aatgatgatg gtatgggcgc tattccaagc agatggaagg gagaatgtga agctggacaa 660 

gagttcaatt cctccatgtg caactcaaag cttattggag ctagatattt cgataagggt 720 

atcattgcgg caaatcctgg gattaacatt agcatgaaat ctgccagaga tactatgggg 780 

catgggactc acacatcctc cacagttgct gggaattatg tggatggcgt ttcattcttt 840 

ggctatgcta aaggtacagc aaaaggagtg gcaccacggg cgagagtggc tatgtacaag 900 

gtcatttttg acgaagggcg ctatgcatct gatgttcttg ccggtatgga cgcggctatt 960 

gctgatggtg ttgatgtaat ttcaatatca atgggatttg atgagacccc gttgtatgaa 1020 

gatcctatag caattgcctc attcgctgct acagagaagg gcgtagtggt ctcatcttca 1080 

gcaggaaatg cagggccagc gctagggagc ttgcacaatg gaatcccatg gacgttaact 1140 

gttgcagctg gaaccattga ccgttcattt gcaggcacta taactcttgg gagtggggaa 1200 

accatcattg gatggacaat gttcccagcc agtgcttatg tagcagactt gccactgctt 1260 

tataacaaga cttactctgc atgcaactca actcgattat tatctcaact ccgaactgac 1320 

gccatcatcg tatgcgaaga agctgaagat tcggtatctg agcaaatatc tgttgtcagt 1380 

gcatcgaaca ttcggggagc catatttgtt tcagattatg atgctgaatt atttgaactt 1440 

ggtggtgtga ctattcctgg tgtcgtgatt agcaccaagg atgcaccggc tgtgatcagc 1500 

tacgccagca atgatgtgaa acctaaggca agcatcaagt tccaacaaac tgttctgggc 1560 

acaaagcctg caccagccgt ggctttctat acttctagag gtccgtcacc gagctatcca 1620 

ggcatcttaa agccagatat aatggcccct gggtcactag tttttgctgc ttggattcca 1680 

aatactgcta cagcccaaat tggtttgaat accctcttga caagtgaata caatatggtt 1740 

tctggaacat caatggcctg ccctcatgct gctggtgtag ctgctctcct taagggcgca 1800 

caccctgaat ggagtgcagc tgctattagg tctgcaatga tgactacagc aaatcccttg 1860 

gataacacac taaatccaat ccgggacaat ggtctaatca atttcacatc tgcttcacct 1920 

ttagctatgg gagccggcca agttgatcct aatcgggcac ttgatcctgg tttgatttat 1980 

gaaaccaccc cacaagatta tgtgagcctc ctctgcactc tgaacttcac ccaaaaccaa 2040 

atcctgtcca ttacaagatc aaaccgttac agctgctcca cccctaatcc tgatcttaac 2100 

tatccttctt ttattacttt acactacaac acaaatgcaa catttgttca gacttttcac 2160 

aggactgtga ctaacgttgg aggaagcgct acaacttaca aggccaagat cactgctcct 2220 
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ggcct tcagaaagca gtatgagcag 



2280 



cagagctacg agctcactat tgagtacaag cctgatggtg aagaaactgt ttcatttggg 2340 

gaacttgttt ggattgaaga aaatgggaat cacactgtga ggagccctat tacagtgtca 2400 

ccttccatga gtaactttgt gtttatgggt acacaataat tgataaaaat ttgttctgat 2460 

cacaactgtg ggaataatcg acgtttatga acccagaata agttgtttgg tcgtcttcaa 2520 

cattatcata aaggacttga atcatgtgtg ttgattttct gcaaaaaaaa aaaaaaaaaa 2580 

aaagtactct gcgttgatac cactgcttgc cctatagtga gtcgtattag 2630 

<210> 9 
<211> 2325 
<212> DNA 

<?2:?>, Pilocarpus Heterophyllus Cpartie codante de 1 'adnc codant pour 
1 neterocarpn ne) 



gcggctctcc atgctaactc aagttcggat gagagatcaa catatatagt tcatatggac 120 

aagacccata tgcccaaaac cttctctagc ccccaccatt ggtactcttc ggtcgttcga 180 

tccctcaagt ctacaaagcc aaccaaatta aatcgccgtc gatcctcacc acttcttgta 240 

tactcttacg acaatgctgc tcatggtttc agtgcagttt tatctcaaca ggaacttgaa 300 

actctaaaaa agtctccagg tttcgtctca gtttatgccg ataagacagc gacacttgac 360 

accacccata cacctgaatt tctctccctg aatactgcca acgggttgtg gcctgcttca 420 

aagtatggtg aagatataat tgttggtgtt attgacagcg gtgtctggcc ggagagtgaa 480 

agttataatg atgatggtat gggcgctatt ccaagcagat ggaagggaga atgtgaagct 540 

ggacaagagt tcaattcctc catgtgcaac tcaaagctta ttggagctag atatttcgat 600 

aagggtatca ttgcggcaaa tcctgggatt aacattagca tgaaatctgc cagagatact 660 

atggggcatg ggactcacac atcctccaca gttgctggga attatgtgga tggcgtttca 720 

ttctttggct atgctaaagg tacagcaaaa ggagtggcac cacgggcgag agtggctatg 780 

tacaaggtca tttttgacga agggcgctat gcatctgatg ttcttgccgg tatggacgcg 840 

gctattgctg atggtgttga tgtaatttca atatcaatgg gatttgatga gaccccgttg 900 

tatgaagatc ctatagcaat tgcctcattc gctgctacag agaagggcgt agtggtctca 960 

tcttcagcag gaaatgcagg gccagcgcta gggagcttgc acaatggaat cccatggacg 1020 

ttaactgttg cagctggaac cattgaccgt tcatttgcag gcactataac tcttgggagt 1080 

ggggaaacca tcattggatg gacaatgttc ccagccagtg cttatgtagc agacttgcca 1140 

ctgctttata acaagactta ctctgcatgc aactcaactc gattattatc tcaactccga 1200 

actgacgcca tcatcgtatg cgaagaagct gaagattcgg tatctgagca aatatctgtt 1260 



<400> 9 

atgaggtcta ggaatggtgt 



tcttcattta ttccttttcg 



ttcttgcatg 



gcttctgttg 



60 
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RS 


331 PCT - 


Patent! n sequence listing.txt 




gtcagtgcat 


cgaacattcg 


gggagccata 


tttgtttcag 


attatgatgc tgaattattt 


1320 


gaacttggtg 


gtgtgactat 


tcctggtgtc 


gtgattagca 


ccaaggatgc accggctgtg 


1380 


atcagctacg 


ccagcaatga 


tgtgaaacct 


aaggcaagca 


tcaagttcca acaaactgtt 


1440 


ctgggcacaa 


agcctgcacc 


agccgtggct 


ttctatactt 


ctagaggtcc gtcaccgagc 


1500 


tatccaggca 


tcttaaagcc 


agatataatg 


gcccctgggt 


cactagtttt tgctgcttgg 


1560 


attccaaata 


ctgctacagc 


ccaaattggt 


ttgaataccc 


tcttgacaag tgaatacaat 


1620 


atggtttctg 


gaacatcaat 


ggcctgccct 


catgctgctg 


gtgtagctgc tctccttaag 


1680 


ggcgcacacc 


ctgaatggag 


tgcagctgct 


attaggtctg 


caatgatgac tacagcaaat 


1740 


cccttggata 


acacactaaa 


tccaatccgg 


gacaatggtc 


taatcaattt cacatctgct 


1800 


tcacctttag 


ctatgggagc 


cggccaagtt 


gatcctaatc 


gggcacttga tcctggtttg 


1860 


atttatgaaa 


ccaccccaca 


agattatgtg 


agcctcctct 


gcactctgaa cttcacccaa 


1920 


aaccaaatcc 


tgtccattac 


aagatcaaac 


cgttacagct 


gctccacccc taatcctgat 


1980 


cttaactatc 


cttcttttat 


tactttacac 


tacaacacaa 


atQcaacatt tattcaaact 


2040 


tttcacagga 


ctQtaactaa 


c at: t: □ Q aa G a 


agcgctacaa 


cttacaaggc caagatcact 


^100 


gctcctctag 


gttctgtagt 


tagtgtctca 


ccagacacat 


tggccttcag aaagcagtat 


2160 


gagcagcaga 


gctacgagct 


cactattgag 


tacaagcctg 


atggtgaaga aactgtttca 


2220 


tttggggaac 


ttgtttggat 


tgaagaaaat 


gggaatcaca 


ctgtgaggag ccctattaca 


2280 


gtgtcacctt 


ccatgagtaa 


ctttgtgttt 


atgggtacac 


aataa 


2325 



<210> 10 
<211> 774 
<212> PRT 

<213> Pilocarpus Heterophyllus (h6terocarpine) 
<400> 10 

Met Arg ser Arg Asn Gly val Leu His Leu Phe Leu Phe Val Leu Ala 
^5 10 15 

Trp Leu Leu Leu Ala Ala Leu His Ala Asn Ser Ser ser Asp Glu Arq 
20 25 30 

ser Thr Tyr He Val His Met Asp Lys Thr His Met Pro Lys Thr Phe 
35 40 45 

ser Ser Pro His His Trp Tyr Ser ser val Val Arg ser Leu Lys ser 
50 55 60 

Thr Lys Pro Thr Lys Leu Asn Arg Arg Arg Ser Ser Pro Leu Leu Val 
65 70 75 80 
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Tyr sen Tyr Asp Asn Ala Ala His Gly phe ser Ala Val Leu Ser Gin 
85 90 95 

Gin Glu Leu Glu Thr Leu Lys Lys Ser Pro Gly Phe val Ser val Tyr 
100 105 110 

Ala Asp Lys Thr Ala Thr Leu Asp Thr Thr His Thr Pro Glu Phe Leu 
115 120 125 

ser Leu Asn Thr Ala Asn Gly Leu Trp Pro Ala ser Lys Tyr Gly Glu 
130 135 140 

Asp lie lie val Gly Val He Asp ser Gly val Trp Pro Glu Ser Glu 
145 150 155 160 

Ser Tyr Asn Asp Asp Gly Met Gly Ala He Pro Ser Arq Trp Lys Gly 
165 170 175 

Glu cys Glu Ala Gly Gin Glu Phe Asn Ser ser Met cys Asn ser Lys 
180 185 190 

Leu He Gly Ala Arg Tyr Phe Asp Lys Gly He He Ala Ala Asn Pro 
195 200 205 

<5ly lie Asn He ser Met Lys Ser Ala Arg Asp Thr Met Gly His Gly 

Thr His Thr ser ser Thr Val Ala Gly Asn Tyr Val Asp Gly Val ser 
225 230 235 240 

Phe Phe Gly Tyr Ala Lys Gly Thr Ala Lys Gly Val Ala Pro Arg Ala 
245 250 255 

Arg val Ala Met Tyr Lys val He Phe Asp Glu Gly Arg Tyr Ala ser 
260 265 270 

Asp val Leu Ala Gly Met Asp Ala Ala He Ala Asp Gly val Asp Val 
275 280 285 

He Ser He ser Met Gly Phe Asp Glu Thr Pro Leu Tyr Glu Asp Pro 
290 295 300 

He Ala He Ala Ser phe Ala Ala Thr Glu Lys Gly Val val val Ser 
305 310 315 320 

Ser Ser Ala Gly Asn Ala Gly Pro Ala Leu Gly Ser Leu His Asn Gly 
325 330 335 

He Pro Trp Thr Leu Thr Val Ala Ala Gly Thr He Asp Arg ser Phe 
340 345 350 
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Ala Gly Thr He Thr Leu Gly ser Gly Glu Thr lie He Gly Trp Thr 
355 360 365 

Met Phe Pro Ala Ser Ala Tyr val Ala Asp Leu Pro Leu Leu Tyr Asn 
370 375 380 

Lys Thr Tyr ser Ala Cys Asn Ser Thr Arg Leu Leu Ser Gin Leu Arg 
385 390 395 400 

Thr Asp Ala lie lie val cys Glu Glu Ala Glu Asp ser val ser Glu 
405 410 415 

Gin lie ser val val ser Ala Ser Asn He Arg Gly Ala He Phe Val 
420 425 430 

ser Asp Tyr Asp Ala Glu Leu Phe Glu Leu Gly Gly val Thr lie Pro 
435 440 445 

Y?I ^^f" "^^^ Lys Asp Ala Pro Ala Val He Ser Tyr Ala 

450 455 460 

ser Asn Asp Val Lys Pro Lys Ala Ser He Lys Phe Gin Gin Thr val 
465 470 475 480 

Leu Gly Thr Lys Pro Ala Pro Ala val Ala Phe Tyr Thr Ser Arg Gly 
485 490 495 

Pro ser Pro Ser Tyr Pro Gly He Leu Lys Pro Asp He Met Ala Pro 
500 505 510 

Gly ser Leu Val Phe Ala Ala Trp He Pro Asn Thr Ala Thr Ala Gin 
515 520 525 

•^^^ rlX "^^^ Leu Thr Ser Glu Tyr Asn Met Val ser Gly 

530 535 540 

Thr ser Met Ala Cys Pro His Ala Ala Gly val Ala Ala Leu Leu Lys 
545 550 555 560 

Gly Ala His Pro Glu Trp ser Ala Ala Ala He Arg ser Ala Met Met 
565 570 575 

Thr Thr Ala Asn Pro Leu Asp Asn Thr Leu Asn Pro He Arg Asp Asn 
580 585 590 

Gly Leu He Asn Phe Thr ser Ala ser Pro Leu Ala Met Gly Ala Gly 
595 600 605 

Gin yal Asp Pro Asn Arg Ala Leu Asp Pro Gly Leu He Tyr Glu Thr 
olO 615 620 
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Thr Pro Gin Asp Tyr val ser Leu Leu Cys Thr Leu Asn Phe Thr Gin 
625 630 635 640 

Asn Gin lie Leu ser lie Thr Arg ser Asn Arg Tyr ser Cys Ser Thr 
645 650 655 

Pro Asn Pro Asp Leu Asn Tyr Pro ser Phe He Thr Leu His Tyr Asn 
660 665 670 

Thr Asn Ala Thr Phe Val Gin Thr Phe His Arg Thr Val Thr Asn val 
675 680 685 

Gly Gly ser Ala Thr Thr Tyr Lys Ala Lys lie Thr Ala Pro Leu Gly 
690 695 700 

Ser val Val Ser Val Ser Pro Asp Thr Leu Ala Phe Arg Lys Gin Tyr 
705 710 715 720 

Glu Gin Gin ser Tyr Glu Leu Thr lie Glu Tyr Lys Pro Asp Gly Glu 
725 730 735 

Glu Thr Val ser Phe Gly Glu Leu val Trp He Glu Glu Asn Gly Asn 
740 745 750 

His Thr Val Arg ser Pro He Thr val Ser Pro Ser Met ser Asn Phe 
755 760 765 

val Phe Met Gly Thr Gin 
770 

<210> 11 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce pour produits d*ADNc specifiques 5' 

<400> 11 

gggggatccg aggtctagga atggtgttct tea 33 

<210> 12 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> Amorce pour produits d'ADNc specifiques 3' 
<400> 12 

gggctcgagt tgtgtaccca taaacacaaa gttactcatg g 41 

<210> 13 

<211> 2338 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 



<223> ADNc codant pour Theterocarpine ayant subi une deletion du codon 
initiateur et une dSlStion du codon STOP 



<400> 13 
gggggatccg 


aggtctagga 


atqqtattct 


tcatttattc 


cttttcattc ttacataact 


60 


tctgttggcg 


gctctccatg 


ctaactcaag 


ttcaaataaa 




120 


tatggacaag 


acccatatgc 


ccaaaacctt 


ctctaocccc 




180 

•LOU 


^ n "f" i" 1" fi a +■ ^ *~ 


(.Luciag uc La 


caaagccaac 


M ttm «§MI M| M 4H| w§m 

caaa lt aaa t 


cgccgtcgat cctcaccact 


240 


tcttgtatac 


tcttacgaca 


atgctgctca 


tggtttcagt 


gcagttttat ctcaacagga 


300 


acttgaaact 


ctaaaaaagt 


ctccaggttt 


cgtctcagtt 


tatgccgata agacagcgac 


360 


acttgacacc 


acccatacac 


ctgaatttct 


ctccctgaat 


actgccaacg ggttgtggcc 


420 


tgcttcaaag 


tatggtgaag 


atataattgt 


tggtgttatt 


gacagcggtg tctggccgga 


480 


gagtgaaagt 


tataatgatg 


atggtatggg 


cgctattcca 


agcagatgga agggagaatg 


540 


tgaagctgga 


caagagttca 


attcctccat 


gtgcaactca 


aagcttattg gagctagata 


600 


tttcgataag 


ggtatcattg 


cggcaaatcc 


tgggattaac 


attagcatga aatctgccag 


660 


agatactatg 


gggcatggga 


ctcacacatc 


ctccacagtt 


gctgggaatt atgtggatgg 


720 


cgtttcattc 


tttggctatg 


ctaaaggtac 


agcaaaagga 


gtggcaccac gggcgagagt 


780 


ggctatgtac 


aaggtcattt 


ttgacgaagg 


gcgctatgca 


tctgatgttc ttgccggtat 


840 


ggacgcggct 


attgctgatg 


gtgttgatgt 


aatttcaata 


tcaatgggat ttgatgagac 


900 


cccgttgtat 


gaagatccta 


tagcaattgc 


ctcattcgct 


gctacagaga agggcgtagt 


960 


ggtctcatct 


tcagcaggaa 


atgcagggcc 


agcgctaggg 


agcttgcaca atggaatccc 


1020 


atggacgtta 


actgttgcag 


ctggaaccat 


tgaccgttca 


tttgcaggca ctataactct 


1080 


tgggagtggg 


gaaaccatca 


ttggatggac 


aatgttccca 


gccagtgctt atgtagcaga 


1140 


cttgccactg 


ctttataaca 


agacttactc 


tgcatgcaac 


tcaactcgat tattatctca 


1200 


actccgaact 


gacgccatca 


tcgtatgcga 


agaagctgaa 


gattcggtat ctgagcaaat 


1260 
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atctgttgtc 


RS 

agtgcatcga 


331 PCT - 1 
acattcgggg 


Patentin sequence listing.txt 
agccatattt gtttcagatt atgatgctga 


1320 


attatttgaa 


cttggtggtg 


tgactattcc 


tggtgtcgtg 


attagcacca aggatgcacc 


1380 


ggctgtgatc 


agctacgcca 


gcaatgatgt 


gaaacctaag gcaagcatca agttccaaca 


1440 


aactgttctg 


ggcacaaagc 


ctgcaccagc 


cgtggctttc tatacttcta gaggtccgtc 


1500 


accgagctat 


ccaggcatct 


taaagccaga 


tataatggcc cctgggtcac tagtttttgc 


1560 


tgcttggatt 


ccaaatactg 


ctacagccca 


aattggtttg 


aataccctct tgacaagtga 


1620 


atacaatatg 


gtttctggaa 


catcaatggc 


ctgccctcat 


gctgctggtg tagctgctct 


1680 


ccttaagggc 


gcacaccctg 


aatggagtgc 


agctgctatt 


aggtctgcaa tgatgactac 


1740 


agcaaatccc 


ttggataaca 


cactaaatcc 


aatccgggac 


aatggtctaa tcaatttcac 


1800 


atctgcttca 


cctttagcta 


tgggagccgg 


ccaagttgat 


cctaatcggg cacttgatcc 


1860 


tggtttgatt 


tatgaaacca 


ccccacaaga 


ttatgtgagc 


ctcctctgca ctctgaactt 


1920 


cacccaaaac 


caaatcctgt 


ccattacaag 


atcaaaccgt 


tacagctgct ccacccctaa 


1980 


tcctgatctt 


aactatcctt 


cttttattac 


tttacactac 


aacacaaatg caacatttgt 


2040 


tcagactttt 


cacaggactg 


tgactaacgt 


tggaggaagc 


gctacaactt acaaggccaa 


2100 


gatcactgct 


cctctaggtt 


ctgtagttag 


tgtct caeca 


gacacattgg ccttcagaaa 


2160 


gcagtatgag 


cagcagagct 


acgagctcac 


tattgagtac aagcctgatg gtgaagaaac 


2220 


tgtttcattt 


ggggaacttg 


tttggattga 


agaaaatggg 


aatcacactg tgaggagccc 


2280 


tattacagtg 


tcaccttcca 


tgagtaactt 


tgtgtttatg 


ggtacacaac tcgagccc 


2338 


<210> 14 












<211> 793 












<212> PRT 












<213> Artificial Sequence 









<220> 

<223> Heterocarpine recombinante 
<400> 14 

Met Ala lie Ser Arg Glu Leu Val Asp pro Arg Ser Arg Asn Gly val 
15 10 15 

Leu His Leu Phe Leu Phe val Leu Ala Trp Leu Leu Leu Ala Ala Leu 
20 25 30 

His Ala Asn Ser ser ser Asp Glu Arg Ser Thr Tyr lie val His Met 
35 40 45 



Asp Lys Thr His Met Pro Lys Thr Phe Ser Ser Pro His His Trp 
50 55 60 
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Ser ser val val Arg ser Leu Lys ser Thr Lys pro Thr Lys Leu Asn 
65 70 75 80 

Arg Arg Arg ser ser pro Leu Leu val xyr Ser Tyr Asp Asn Ala Ala 
85 90 95 

His Gly Phe ser Ala Val Leu ser Gin Gin Glu Leu Glu Thr Leu Lys 
100 105 110 

Lys ser Pro Gly Phe val ser val Tyr Ala Asp Lys Thr Ala Thr Leu 
115 120 125 

Asp Thr Thr His Thr Pro Glu Phe Leu Ser Leu Asn Thr Ala Asn Gly 
130 135 140 

Leu Trp Pro Ala Ser Lys Tyr Gly Glu Asp He lie Val Gly Val He 
145 150 155 160 

Asp ser Gly val Trp pro Glu Ser Glu ser Tyr Asn Asp Asp Gly Met 
165 170 175 

Gly Ala lie Pro ser Arg Trp Lys Gly Glu Cys Glu Ala Gly Gin Glu 
180 185 190 

Phe Asn Ser Ser Met Cys Asn ser Lys Leu He Gly Ala Arg Tyr Phe 
195 200 205 

Asp Lys Gly He He Ala Ala Asn pro Gly He Asn He ser Met Lys 
210 215 220 

Ser Ala Arg Asp Thr Met Gly His Gly Thr His Thr ser ser Thr val 
225 230 235 240 

Ala Gly Asn Tyr val Asp Gly Val Ser Phe Phe Gly Tyr Ala Lys Gly 
245 250 255 

Thr Ala Lys Gly val Ala Pro Arg Ala Arg Val Ala Met Tyr Lys Val 
260 265 270 

He Phe Asp Glu Gly Arg Tyr Ala Ser Asp Val Leu Ala Gly Met Asp 
275 280 285 

Ala Ala lie Ala Asp Gly val Asp val He Ser He Ser Met Gly Phe 
290 295 300 

Asp Glu Thr Pro Leu Tyr Glu Asp Pro He Ala He Ala Ser Phe Ala 
305 310 315 320 

Ala Thr Glu Lys Gly val val val Ser Ser Ser Ala Gly Asn Ala Gly 
325 330 335 
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Pro Ala Leu Gly Ser Leu His Asn Gly He Pro Trp Thr Leu Thr val 
340 345 350 

Ala Ala Gly Thr He Asp Arg Ser Phe Ala Gly Thr He Thr Leu Gly 
355 360 365 

ser Gly Glu Thr He He Gly Trp Thr Met Phe Pro Ala Ser Ala Tyr 
370 375 380 

Val Ala Asp Leu Pro Leu Leu Tyr Asn Lys Thr Tyr ser Ala Cys Asn 
385 390 395 400 

Ser Thr Arg Leu Leu ser Gin Leu Arg Thr Asp Ala He He Val cys 
405 410 415 

Glu Glu Ala Glu Asp Ser Val Ser Glu Gin He Ser Val Val ser Ala 
420 425 430 

Ser Asn lie Arg Gly Ala He Phe val Ser Asp Tyr Asp Ala Glu Leu 
435 440 445 

Phe Glu Leu Gly Gly Val Thr He Pro Gly Val val He Ser Thr Lys 
450 455 460 

Asp Ala Pro Ala val He ser Tyr Ala ser Asn Asp Val Lys Pro Lys 
465 470 475 480 

Ala ser He Lys Phe Gin Gin Thr val Leu Gly Thr Lys Pro Ala Pro 
485 490 495 

Ala Val Ala Phe Tyr Thr ser Arg Gly Pro Ser Pro ser Tyr Pro Gly 
500 505 510 

He Leu Lys Pro Asp He Met Ala Pro Gly Ser Leu val Phe Ala Ala 
515 520 525 

Trp lie Pro Asn Thr Ala Thr Ala Gin He Gly Leu Asn Thr Leu Leu 
530 535 540 

Thr ser Glu Tyr Asn Met Val ser Gly Thr Ser Met Ala cys Pro His 
545 550 555 560 

Ala Ala Gly Val Ala Ala Leu Leu Lys Gly Ala His Pro Glu Trp ser 
565 570 575 

Ala Ala Ala He Arg ser Ala Met Met Thr Thr Ala Asn Pro Leu asd 
580 585 590 

Asn Thr Leu Asn Pro He Arg Asp Asn Gly Leu He Asn Phe Thr ser 
595 600 605 
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Ala ser Pro Leu Ala Met Gly Ala Gly Gin val Asp pro Asn Arg Ala 
610 615 620 

Leu Asp Pro Gly Leu lie Tyr Glu Thr Thr Pro Gin Asp Tyr Val Ser 
625 630 635 640 

Leu Leu cys Thr Leu Asn Phe Thr Gin Asn Gin He Leu Ser lie Thr 
645 650 655 

Arg ser Asn Arg Tyr Ser cys Ser Thr Pro Asn Pro Asp Leu Asn Tyr 
660 665 670 

Pro Ser Phe He Thr Leu His Tyr Asn Thr Asn Ala Thr Phe Val Gin 
675 680 685 

Thr Phe His Arg Thr Val Thr Asn Val Gly Gly ser Ala Thr Thr Tyr 
690 695 700 

Lys Ala Lys He Thr Ala Pro Leu Gly Ser val val Ser val Ser Pro 
705 710 715 720 

Asp Thr Leu Ala Phe Arg Lys Gin Tyr Glu Gin Gin Ser Tyr Glu Leu 
725 730 735 

Thr He Glu Tyr Lys Pro Asp Gly Glu Glu Thr val ser Phe Gly Glu 
740 745 750 

Leu Val Trp He Glu Glu Asn Gly Asn His Thr Val Arg ser Pro He 
755 760 765 

Thr Val ser Pro ser Met ser Asn Phe Val Phe Met Gly Thr Gin Leu 
770 775 780 

Glu His His His His His His His His 
785 790 
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